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El receptor nicotínico para la acetilcolina del subtipo 7 (7-nAChR) está ampliamente distribuido 
en células del sistema nervioso central (SNC), tanto neuronas como células gliales. Mientras que 
el receptor expresado por las neuronas modula la liberación de ciertos neurotransmisores 
(glutamato, dopamina y serotonina), el expresado por la microglía controla el exceso de 
inflamación cerebral en respuesta a un estímulo lesivo. En el genoma humano se ha identificado 
un nuevo gen híbrido (CHRFAM7A) resultante de la combinación del gen CHRNA7, que codifica 
para la subunidad nicotínica 7, y del gen FAM. Durante mucho tiempo fue desconocida la 
función de la subunidad nicotínica codificada por el gen híbrido, dup7. En 2011, nuestro grupo 
demostró, por primera vez, que el dup7 se comportaba como un dominante negativo de la 
actividad del 7-nAChR en un modelo de expresión heteróloga, los ovocitos de Xenopus. Este 
hallazgo fue corroborado en estudios posteriores realizados por otros grupos. Hasta la fecha, se 
desconoce cuál puede ser el papel fisiopatológico de dup7 en células de mamíferos, así como 
el mecanismo por el que se produce la interacción 7/dup7 o las consecuencias 
fisiopatológicas de dicha interacción. Polimorfismos del gen CHRFAM7A han sido asociados a 
ciertas enfermedades neuropsiquiátricas, como la depresión, la esquizofrenia, el  Alzheimer o  la 
demencia por cuerpos de Lewy.  En la etiopatogenia de la depresión han sido propuestas varias 
teorías, una de las cuales propugna la existencia de una inflamación basal en el paciente con 
elevación de los niveles de citoquinas proinflamatorias.  
En base a todo lo anterior, el objetivo central de este trabajo ha sido evaluar si dup7 
interacciona físicamente con la subunidad 7 formando un receptor pentamérico mixto, en líneas 
celulares de mamíferos de tipo neuroendocrino (GH4C1), inmune (RAW 264.7) y neuronal (SH-
SY5Y), así como dilucidar el papel fisiopatológico de dicha interacción en la neurotransmisión.  
Para el estudio funcional, se procedió a la obtención de clones con sobreexpresión 
estable de dup7 de células SH-SY5Y. Los principales hallazgos del presente trabajo 
demuestran que células de mamíferos, de diversa naturaleza, son capaces de formar un receptor 
nicotínico mixto con la subunidad 7 (7dup7-nAChR) en detrimento de la formación de 7-
nAChR homoméricos. La consecuencia fisiológica de la incorporación de dup7 a la estructura 
pentamérica del nAChR es la reducción de la señal de [Ca2+]i y la neurosecreción mediada por el 
7-nAChR. Dado el papel modulador de 7-nAChR en la liberación de neurotransmisores y su 
actividad antiinflamatoria, nos propusimos averiguar si los niveles de expresión de 7 y dup7 
ARNm de células de sangre periférica de pacientes depresivos correlacionaban con la gravedad 
de la enfermedad y la respuesta al tratamiento farmacológico. Los resultados arrojaron una 
perfecta correlación inversa entre ambos marcadores, indicando que la expresión de 7 ARNm 
puede ser un buen marcador del curso evolutivo de la depresión. Más aún, nos preguntamos si 
fármacos antidepresivos con diferentes mecanismos de acción, podrían ejercer su efecto 
terapéutico a través de la regulación de la expresión de las diferentes subunidades nicotínicas, 
modulando de este modo, la neurosecreción y la neuroinflamación. Nuestros resultados revelan 
que determinados fármacos aumentan la expresión 7 ARNm en neuronas y/o microglía 
conduciendo a una mayor liberación de neurotransmisores y una disminución de la 

















                                                                                   




El neurotransmisor acetilcolina (ACh), liberado por las neuronas colinérgicas, ejerce su 
acción en tejidos neuronales y no neuronales a través de la activación de dos tipos de 
receptores, los muscarínicos (mAChRs) y los nicotínicos (nAChRs). Ambos tipos de 
receptores pertenecen a familias estructural y funcionalmente diferentes. Mientras que el 
primero es un receptor de tipo metabotrópico acoplado a proteínas G y vías de 
señalización intracelular, el segundo es un receptor ionotrópico ligado a un canal iónico. 
Estas características hacen que las respuestas inducidas por uno u otro yipo de receptor 
sean más o menos rápidas: de segundos a minutos para el receptor metabotrópico, y 
milisegundos para el ionotrópico (Mulle y col. 1992; Unwin 1993). 
En el estudio de los nAChRs cabe resaltar tres hallazgos relevantes. Por un lado, 
la identificación de una alta densidad de nAChRs en el órgano eléctrico del pez Torpedo 
marmorata. Este órgano hizo posible el aislamiento y purificación del primer subtipo de 
nAChR, el receptor muscular (Briley y Changeux 1977; Sobel y col. 1977). El segundo 
descubrimiento fue la identificación de ciertas neurotoxinas del veneno de serpientes 
como la cobrotoxina y la -bungarotoxina (-Bgtx) que se unían al nAChR y lo 
bloqueaban de forma irreversible (Barnard y col. 1977; Fertuck y Salpeter 1974). 
Finalmente, también fue clave la identificación y cristalización de una proteína de unión a 
la ACh (AChBPs) presente en el caracol Lymnaea stagnalis y en los crustáceos Aplysia 
califórnica y Bulinus truncatus. Estas proteínas proporcionaron información relevante en 
relación a la estructura del nAChR (Smit y col. 2001; Smit y col. 2003; Celie y col. 2005; 
Hansen y col. 2005). 
 
1. RECEPTOR NICOTÍNICO  
 
1.1 Estructura 
Los nAChRs constituyen una familia de receptores ionotrópicos implicados en un gran 
número de procesos fisiopatológicos (Bertrand y Gopalakrishnan 2007; Albuquerque y 
col. 2009; Hurst y col. 2013). Los nAChRs pertenecen a la superfamilia Cys-loop de 
canales iónicos activados por ligando en la cual se incluyen receptores inotrópicos de 
GABA (Ay C), glicina, glutamato (AMPA, NMDA y kainato) y serotonina (5-HT3) (Taly 




conduce a la apertura de un poro iónico que permite el paso de iones: cloruro (receptores 
GABA), sodio y/o calcio (nAChRs, AMPA, NMDA, Kainato, 5-HT3). 
Los nAChRs son complejos constituidos por 5 subunidades ensambladas 
alrededor de un poro iónico (Unwin 2005). Cada subunidad contiene: 1)  un dominio N-
terminal hidrofílico extracelular, de aproximadamente 200 aminoácidos (aa), donde 
reside el sitio de unión al ligando; 2) tres dominios transmembrana (M1-M3); 3) un largo 
bucle intracelular entre  M3 y M4 y 4) un dominio transmembrana (M4) unido a la región 
C-terminal extracelular, la cual es relativamente corta (de Jonge y Ulloa 2007; Zoli y col. 
2015) (Fig. 1).  
 
       
Figura 1: Esquema ilustrativo de la estructura del nAChR. A) Estructura terciaria de una subunidad nicotínica 
 donde se aprecian los 4 dominios transmembrana con un largo bucle citoplasmático entre M3-M4 y los dos 
dominios extracelulares N-terminal y C-terminal. B) Estructura cuaternaria del nAChR conformada por 5 
subunidades nicotínicas; los segmentos transmembranales M2 de las distintas subunidades delimitan la pared del 
poro iónico. Adaptado de  (Laviolette y van der Koo 2004) 
 
 
El dominio N-terminal de la subunidad del nAChR  posee una estructura en 
láminas β plegadas que se unen en la configuración de barril, así como un dominio -
hélice en su extremo. Por otra parte, los 25 primeros aa de la región N-terminal de cada 
subunidad contiene la zona del “péptido señal”, la cual es clave para que la proteína de 
nueva síntesis migre correctamente a la membrana celular. Los dominios M1-M4 y el 
bucle intracelular entre M3 y M4 tienen una configuración de  hélices. A través de 
experimentos de mutagénesis dirigida se ha podido demostrar que el segmento M2 es el 
encargado de tapizar la pared del poro y, por tanto, de proporcionar la selectividad y 
permeabilidad iónica características de cada subtipo de receptor (Changeux 2010; Zoli y 




hélices, una por segmento M2 perteneciente a cada subunidad, que van curvándose 
radialmente hacia el interior para crear el poro. El bucle intracelular entre M3 y M4, que 
varía significativamente entre una subunidad y otra, posee sitios críticos de fosforilación 
que regulan el ensamblaje de las subunidades y modulan la actividad del nAChR 
(Colombo y col. 2013). Finalmente, en el receptor ya constituido, los segmentos M1 y 
M3 cubren al M2 alejándolo de la bicapa lipídica de la membrana, mientras que el M4 es 
el que queda más expuesto dicha bicapa (Zoli y col. 2015) (Fig. 1). 
         
1.2 Genes que codifican las distintas subunidades del nAChR 
Se han identificado 16 genes en el genoma humano que codifican para otras tantas 
subunidades del nAChR (Dani y Bertrand 2007). Estas subunidades se dividen en dos 
grupos: 1) subunidades  [1-10, con excepción de la 8 expresada exclusivamente en 
aves (Gerzanich y col. 1994)] y 2) no- (β1-β4, ,  y ). Las subunidades  contienen 
dos cisteínas adyacentes  (análogas a las cisteínas 192 y 193 de la subunidad 1 del 
nAChR muscular) y separadas entre sí por 13 aa. Mientras tanto, las subunidades no- 
carecen de estas dos cisteínas. Esta diferencia es fundamental ya que, en la zona de las 
cisteínas adyacentes, reside el sitio de unión del agonista (Fenster y col. 1997; Nai y col. 
2003). 
Los genes que codifican para las distintas subunidades del nAChR han divergido 
paulativamente a partir de un ancestro común por sucesivas mutaciones y  duplicaciones, 
lo que ha conducido a la diversidad actual. Merece la pena destacar que los nAChRs han 
sido identificados en moluscos, equinodermos e insectos (van Nierop y col. 2005; Thany 
y col. 2007). 
Los genes que codifican para las subunidades del nAChR se distribuyen en 
distintos cromosomas. Así,  en el cromosoma 15 se encuentran el gen CHRNA7 que 
codifica para la subunidad 7  y, formando un cluster, se encuentran los genes CHRNA5 
(5), CHRNA3 (3) y CHRNB4 (β4). El resto de subunidades se ubican en los 
cromosomas 1 (β2), 2 (1, , ), 4 (9), 7 (6 y β3), 8 (2), 10 (10), 17 ( β1, ) y 20 








a) Sitios de unión al ligando 
El sitio de unión al ligando o sitio ortostérico de cualquier subunidad  del nAChR 
comprende dos zonas bien diferenciadas: a) un componente principal constituido por las 
dos cisteínas adyacentes y los 4 aa (Tyr 93, Trp 149, Tyr 190 y Try 198) que conforman 
los bucles A.B y C; y b) un componente complementario que comprende los aa Leu 112, 
Met 114 y Trp 53, que conforman los bucles D, E y F (Corringer y col. 2000; Doughert y 
Lester 2001) (Fig. 2B). 
Las subunidades  contienen el componente principal del sitio de unión del 
ligando, mientras que las subunidades adyacentes ( en receptores homoméricos o β en 
receptores heteroméricos) proporcionan los sitios complementarios (Taly y col. 2009). La 
unión del agonista a ambos sitios del receptor es necesaria para que se abra el canal. Es 
de reseñar que las subunidad α5 y β3 carecen de los aa necesarios para la unión del 
ligando y, por tanto, son consideradas como subunidades auxiliares (Gotti y Clementi 
2004). Los nAChRs homoméricos poseen 5 sitios ortostéricos idénticos localizados en las  
interfases entre dos subunidades  adyacentes, mientras que los heteroméricos disponen 
de dos sitios localizados en la interfases  /β (Taly y col. 2009) (Fig. 2A). 
 
                   
                                         
                      
Figura 2:  Sitios de unión al ligando en el nAChR. A) Localización de los sitios de unión del ligando en 
nAchRs de tipo homomérico (5 subunidades idénticas) o heteromérico (subunidades diferentes). B) Localización 
de los dos componentes (principal y complementario), con sus respectivos bucles, que integran la zona de unión 
del ligando al nAChR en n receptor heteromérico con sus respectivos bucles. Adaptado de (Gotti y Clementi, 





b) Estados funcionales del nAChR y fármacos que modulan su actividad 
Como se ha mencionado previamente, se han identificado diversos dominios estructurales 
en el nAChR relacionados con el mecanismo de apertura y cierre (compuerta) del poro 
iónico, con el tiempo en el que el receptor permanece abierto y/o con el proceso de 
desensibilización. La unión del agonista provoca en el nAChR una serie de cambios 
conformacionales que conducen a la rotación de las subunidades y, consiguientemente, a 
la apertura del canal asociado.  
Los nAChRs pueden encontrase en tres estados conformacionales intercambiables 
distintos (Karlin y Akabas 1995; Hurst y col. 2013) (Fig. 3): 
 Reposo: El receptor se encuentra cerrado por la ausencia de agonista.  
 Abierto: Tras la unión del agonista, el receptor sufre un cambio conformacional 
que conduce a la apertura del poro iónico durante unas decenas de milisegundos. 
 Desensibilizado: La presencia prolongada del agonista convierte al receptor 
activado en un estado desensibilizado en el que el canal iónico permanece cerrado 
(Quick y Lester 2002). 
 
La transición entre los 3 estados es reversible y los diferentes fármacos tienden a 
estabilizar al receptor en uno u otro estado. Así, los agonistas estabilizan al nAChR en su 
estado abierto principalmente, mientras que los antagonistas competitivos lo estabilizan, 
preferentemente, en su estado cerrado. 
 
                              
 
   Figura 3: Representación esquemática de los 
diferentes  estados  cinéticos  de  los  
nAChRs. C=Cerrado; A=Abierto;                       
D= desensibilizado. Se han descrito estados 
intermedios y, al menos,  dos  tipos  de  estados  
diferentes  de  desensibilización.  Adaptado  de  







2. BIOGÉNESIS DE LOS nAChRs    
  
La formación de nuevos de receptores funcionales es un proceso lento e ineficiente 
puesto que solo el 30 % de las nuevas subunidades sintetizadas en los ribosomas son 
capaces de formar receptores funcionales insertados en la membrana celular (Colombo y 
col. 2013). La traducción del ARNm en la secuencia polipeptídica de la subunidad se 
lleva a cabo por ribosomas insertados en la membrana del retículo endoplásmico (RE) 
(Alder y Johnson 2004). Posteriormente, se producen varias modificaciones 
postraducionales que incluyen la escisión del péptido señal, la formación de puentes 
disulfuros y la glicosilación de residuos específicos (Blount y col. 1990). El proceso de 
glicosilación, imprescindible para un buen plegamiento de la proteína (Millar y Harkness 
2008), se inicia durante la propia síntesis proteica y es el resultado de la unión de 
manosas en el domino N-terminal de la subunidad. Estos oligosacáridos serán 
modificados posteriormente en el aparato de Golgi (Kornfeld y Kornfeld 1985; Chen y 
col. 1998).  
La interacción con chaperonas residentes en el RE permitirá el plegamiento y la 
maduración de la subunidad y, por tanto, el futuro ensamblaje de la misma en la 
estructura pentamérica del nAChR (Wanamaker y col. 2003).  De esta manera las 
chaperonas, a través de la estabilización y/o secuestro de subunidades nicotínicas, 
regularán el número de nAChRs funcionales formados conduciendo a las subunidades 
mal plegadas a su degradación por el proteosoma. Entre las chaperonas residentes del RE 
se encuentran BiP/GRP78 (proteína de unión a la cadena pesada de inmunoglobulina de 
la familia de proteínas Hsp70), calnexina y ERp57 (proteína del RE de 75 kDa), todas 
ellas aseguran el plegamiento correcto a la vez que retienen la cadena inmadura en el 
lumen. Otra chaperona residente en el RE es la denominada RiC3 (proteína resistente a 
los inhibidores de colinesterasa 3) que interacciona con distintos subunidades nicotínicas 
siendo imprescindible para el ensamblaje y formación del nAChR homomérico del 
subtipo 7 (Lansdell y col. 2005; Williams y col. 2005; Treinin 2008; Dau y col. 2013).  
El RE, por sí mismo, es capaz de limitar el número de nAChRs expresados en 
membrana gracias a su capacidad para retener subunidades mal plegadas y/o ensambladas 
que finalmente serán degradas (Colombo y col. 2013). A través de procesos de 
ubiquitinación, las subunidades mal plegadas son marcadas para ser degradadas en el 




chaperonas como la ubiquitina-1 que induce la degradación de subunidades al permitir la 
activación de la ubiquitina ligasa, o la chaperona UBXD4 que facilita la incorporación de 
nAChR a la membrana celular (Rezvani y col. 2010) (Fig. 4).   
El bucle citosólico M3-M4 desempeña un papel clave en la salida de la subunidad 
desde el RE hacia la membrana plasmática. En la subunidad 4 se ha identificado un 
motivo conservado  dentro del anterior bucle que es reconocido por la chaperona COPI 
cuando la subunidad está mal plegada, de forma que la chaperona impide su 
incorporación a membrana. Por el contrario, cuando la subunidad está bien conformada, 
el motivo queda inaccesible a COPI, con lo cual, la subunidad migra libremente hacia la 
membrana (O'Kelly y col. 2002).  
Las chaperonas Rer1 y VILIP-1 del aparato de Golgi controlan el número final de 
nAChRs conteniendo subunidades 4 en la membrana celular (Zhao y col. 2009). Así, 
VILIP-1 es capaz de duplicar los receptores 4β2 en membrana y triplica su sensibilidad 
a ACh (Fig. 4). 
Los nAChRs migran almacenados en vesículas desde el RE al Aparato de Golgi y, 
desde este último hacia la membrana celular. Una vez el nAChR ha sido incorporado a la 
membrana, otras chaperonas también van a participar en la formación de agrupaciones de 
nAChRs (clusters) (Millar y Harkness 2008; Neff y col. 2009). Recientemente, se ha 
descrito como la chaperona NACHO no solo interviene en la maduración del 7-nAChR 
en el aparato de Golgi si no que también regula su expresión en la superficie celular (Gu 
y col. 2016). La propia bicapa lipídica, a través del colesterol, parece afectar al tráfico de 
nAChRs, ya que el déficit de colesterol reduce el número de nAChRs en la membrana por 
un mecanismo de endocitosis (Borroni y col. 2007). La endocitosis también puede ser 
inducida por fármacos agonistas y antagonistas (como  -Bgtx), así como por algunos 
anticuerpos frente al nAChR (St. John 2009). 
Para finalizar, resaltar también el hallazgo de que ciertas proteínas extracelulares 
pueden  interactuar con  nAChRs y modificar sus características. La chaperona lynx1 es 
capaz de disminuir la afinidad del 4β2 por ACh, así como, el grado de desensibilización 






Figura 4: Participación de diferentes chaperonas en la biogénesis y tráfico de nAChRs hacia la membrana 
plasmática. Según su localización y el lugar del receptor al que se unan, las distintas chaperonas regularán desde 
el plegamiento y ensamblaje correcto hasta su inserción final en la membrana celular.  
Adaptado de (Andrew K Jones y col. 2010). 
 
De todo lo anterior se puede deducir que cada tipo celular es capaz de emplear 
diferentes y múltiples mecanismos de control para regular la expresión en membrana de 
un número limitado den AChR nativos (Gotti y col. 2006). Este proceso de control lo 
realizan a través de determinadas chaperonas, la concentración relativa de subunidades 
del nAChR y la afinidad intrínseca entre ellas. Estos mecanismos de control dependientes 
del tipo celular, explicarían la dificultad de expresar algunos subtipos de nAChR (por 
ejemplo 7 nAChR) en algunos modelos heterólogos de expresión y no en otros 
(Letchworth y Whiteaker 2011). 
Una alteración en el tráfico de los nAChRs hacia la membrana celular ha sido 
implicada en la etiopatogenia de ciertas enfermedades. Tal es el caso de la enfermedad de 




neocorteza que podría deberse a la internalización de éstos inducida por la proteína β-
amiloide (Nagele y col. 2002). En la miastenia gravis, enfermedad autoinmune, los 
anticuerpos producidos por los pacientes contra los propios nAChR musculares conducen 
a la internalización y degradación de los receptores y la consiguiente reducción de su 
número en la unión neuromusculares (Kuncl y col. 1993). 
 




Aunque el primer nAChR identificado fue el receptor muscular, constituido por las 
subunidades (1)2 β1, ,  (Mishina y col. 1986), en los años 80 se demostró la presencia 
de nAChRs en células de estirpe neuronal. A este último grupo de receptores 
denominados “nAChR neuronales” es al que nos vamos a referir a partir de ahora en esta 
tesis, salvo que se especifique otra cosa. Los nAChR se dividen en dos grandes subgrupos 
(Fig. 5): 
 
 Sensibles a -Bgtx: comprenden los nAChRs homoméricos (7 y 9) o 
heteroméricos (910). Entre ellos, destacan los 7-nAChR abundantemente 
expresados en el SNC (Gotti y Clementi 2004; Albuquerque y col. 2009), los cuales 
participan en funciones de tipo cognitivo tales como el aprendizaje y la memoria. 
Recientemente, ha sido demostrada también la existencia de receptores 
heteroméricos 7β2 presente en corteza cerebral (Moretti y col. 2014). Los 9-
nAChR homoméricos y los 910-nAChR heteroméricos poseen la característica 
particular de no ser estimulados, sino inhibidos, por nicotina, comportándose esta 
última como un antagonista de los mismos (Verbitsky y col. 2000). 
 
 Insensibles a -Bgtx: están formados por combinaciones de las subunidades 2-6 
con las subunidades β2-β4. Estos nAChR se unen con alta afinidad a la nicotina 
(Gotti y col. 2009; Changeux 2010).  Las subunidades β de estos subtipos de 
nAChRs que no contienen el sitio de unión al ligando son denominadas “auxiliares” 




farmacológicas del nAChR (Moroni y col. 2006; Tapia y col. 2007; Kuryatov y col. 
2008; Moroni y col. 2008). Dentro de este subgrupo destaca el subtipo 4β2 que 
constituye el 90 % de los nAChRs con alta afinidad por nicotina en el cerebro de 
mamíferos (Bertrnad y col. 1990). Mientras tanto, el 3β4 es el principal subtipo en 
el sistema ganglionar y en la médula adrenal (Zoli y col. 2015). 
 
                  
Figura 5: Representación esquemática de subtipos de nAChR neuronales. La figura muestra algunos de los 
principales subtipos de nAChR homoméricos (7 y 9) y heteroméricos (3β4  y 4β2) encontrados de forma 
nativa en las células. Clasificación de los receptores nicotínicos. La estimulación del subtipo 7-nAChR por el 
agonista induce una respuesta rápida que se desensibiliza inmediatamente. Por otra parte, la activación del subtipo 
4β2 induce una respuesta de más lenta aparición y desaparición. -BTX = -bungarotoxina; DHβE = dihidro-β- 
eritroidina. Adaptado de (Dineley y col. 2015; Corradi y Bouzat 2016). 
 
 
La asociación entre las distintas subunidades confiere propiedades funcionales y 
estructurales diferentes resultando en distintos subtipos de nAChR (Fenster y col. 1997; 





Los nAChRs se encuentran ampliamente distribuidos en SNC (Fig. 6), tanto en células 
neuronales como no neuronales, tales como astrocitos, microglía y oligodendrocitos 
(Egea y col. 2015). En los últimos años, se ha podido demostrar que no solo se expresan 
en células del SNC sino que también tienen localizaciones extracentrales en células y 
tejidos de naturaleza no neuronal; como queratinocitos, plaquetas, células del sistema 
inmune, células tumorales, epitelio intestinal, pulmonar y oral (Colombo y col. 2013). A 
continuación se detallará la distribución de subunidades y de algunos nAChRs 
conteniendo la subunidad marcada por el asterisco. 
 
          
 
Figura 6: Distribución de distintos subtipos de nAChR en cerebro de ratón. Adaptado de 




La expresión de esta subunidad es muy variable, dependiendo de la especie. Así, es muy 
escasa en roedores donde solo se ha detectado su expresión, junto a la subunidad β2, en 
retina (Moretti y col. 2004). En contraste, en monos, la subunidad 2 forma parte del 21 
% de los nAChRs insensibles a -Bgtx, constituyendo el subtipo α2α4β2 (Quik y col. 




expresados en el área 21 de Brodmann (Gotti y col. 2006). Se ha descrito, en humanos, 
una mutación puntual de 2 asociada a un tipo de epilepsia nocturna de tipo hereditario, 
ADNFLE (del inglés Autosomal Dominant Nocturnal Frontal Lobe Epilepsy) (Aridon y 
col. 2006; Hoda y col. 2009)  
 
4β2-nAChR   
El 4β2 es el subtipo más abundante en el cerebro de mamíferos (Gotti y col. 2006) 
distribuyéndose por corteza, bulbo olfatorio, hipocampo, habénula media, tálamo, 
hipotálamo, amígdala, cuerpo estriado, núcleo interpeduncular, sustancia negra, área 
tegmental ventral (ATV), cerebelo, médula espinal y el núcleo del rafe. Dado que la 
estequiometría entre  y β condiciona la sensibilidad por el agonista y la permeabilidad al 
calcio (Tapia y col. 2007), se ha podido constatar que nAChRs con la estequiometria 
(43β22) poseen menor sensibilidad a ACh (EC50  100 µM) que aquellos con tres 
subunidades β2 (42β23) (EC50  1 µM).  Esta última es la combinación del nAChR 
nativo más abundantemente expresado en el SNC. El 4β2-nAChR  ha sido implicado 
en los fenómenos de adicción al tabaco y dependencia, lo cual es lógico teniendo en 
cuenta su alta expresión en el “circuito de premio o recompensa” (Picciotto y col. 1995; 
Tapper y col. 2004; Lukas y Bencherif 2006). Este hallazgo ha llevado a considerar 
el4β2-nAChR    una diana terapéutica para el tratamiento de pacientes que deseen dejar 
de fumar. Este subtipo también ha sido asociado a enfermedades neurodegenerativas, 
como el Alzheimer, Parkinson y la epilepsia (Buckingham y col. 2009; Steinlein y 
Bertrand 2010).  
 
Cluster CHRNA3/CHRNB4/CHRNA5 (3/β4/5) 
Los genes que codifican para estas subunidades forman un cluster en el cromosoma 15 
humano, lo cual sugiere una estrecha relación entre estos genes y sus elementos 
reguladores. 
Los 3*-nAChRs desempeñan una importante función en el sistema nervioso 
autónomo (SNA) al estar directamente implicados en la trasmisión sináptica ganglionar. 
De esta forma, el receptor 3β4, expresado en neuronas ganglionares actúa sobre el 
control autonómico de órganos periféricos (Hernández y col. 2004). Este subtipo de 




localización es la inducción de la liberación de noradrenalina (NA) y adrenalina (A). El 
3*-nAChR es también expresado en macrófagos (Zou y col. 2012) desde donde podría 
contribuir al control de la respuesta inflamatoria periférica. De hecho, este subtipo de 
receptor ha sido implicado recientemente en el control de la inflamación vascular (Yang y 
col. 2016). Es interesante la observación de que la elevada expresión de factores 
proinflamatorios (NF-kB) y ciertas citoquinas reduce la expresión de la subunidad 3 
(Liao y col. 2016). En  SNC, el 3*-nAChR participa en mecanismos de recompensa 
asociados a la adicción a nicotina, por lo que ha sido postulado que antagonistas del α3β4 
nAChR podrían ser potencialmente utilizados en tratamientos de adicción (Toll y col. 
2012). 
Estudios recientes han mostrado que los β4*-nAChR se encuentran expresados en 
el bulbo olfatorio e hipotálamo (Zoli y col. 2015). El bulbo olfatorio recibe señales 
colinérgicas del área de Broca, lo cual sugiere que tanto la ACh como los nAChR podrían 
desempeñar un papel importante en la percepción del olor, en su discriminación y en el 
aprendizaje perceptual (Mandairon y col. 2006; Rushforth y col. 2010). Se ha identificado 
una población minoritaria de nAChRs conteniendo la subunidad β4 en hipotálamo. La 
activación de estos receptores conduce en última instancia a efectos anorexigénicos y, por 
tanto, a la reducción de la ingesta de alimentos (Mineur y col. 2011). 
La subunidad 5 presenta una secuencia aminopeptídica con baja homología en 
comparación al resto de subunidades nicotínicas. La subunidad se expresa en SNC con 
una alta expresión en la habénula media (Heinemann y col. 1990) ATV (Gaimarri y col. 
2007), y ganglios simpáticos y parasimpáticos (De Biasi 2002). Como se ha mencionado 
anteriormente, esta subunidad no puede generar nAChR funcionales por sí sola o 
combinada con subunidades β puesto que carece de sitio de unión para el ligando, por lo 
que, se comporta como subunidad auxiliar formando parte de los subtipos α4β2, α3β2, y 
α3β4. En estos últimos receptores, la subunidad 5 actúa modificando la permeabilidad 
al calcio, la afinidad del agonista por el receptor y la desensibilización del mismo 
(Kuryatov y col. 2008; Ramirez-Latorre y col. 1996). En los que se refiere a este último 
efecto, se ha observado que nAChRs conteniendo la subunidad 5 muestran menor 
desensibilización ante una exposición prolongada a nicotina. Es interesante la 
observación de que la subunidad 5 controle la expresión de las subunidades 4 y β2 en 




4*-nAChR en el área cerebral anterior; dicho efecto es el resultado de un ensamblaje 
defectuoso de las subunidades que conforman el nAChR, lo que demuestra que la 
subunidad 5 facilita el ensamblaje de los mismos (Chatterjee y col. 2013). 
El cluster CHRNA3/CHRNB4/CHRNA5 ha sido asociado a ciertos fenotipos 
implicados en la dependencia a nicotina y en enfermedades relacionadas con el consumo 
de tabaco, como el cáncer de pulmón. Se ha descrito un polimorfismo sr16969968 de un 
solo nucleótido (SNP) en el gen CHRNA5 asociado con un incremento en el riesgo de 
dependencia a nicotina (Saccone y col. 2009; Wen y col. 2016). Este resultado no es 
extraño dado que se ha descrito como la ingesta de nicotina en ratones 5 knockout 
incrementa marcadamente respecto a ratones control (Fowler y col. 2011), lo que sugiere 
que la subunidad está involucrada en la activación de los circuitos de recompensa. 

6*-nAChR 
 Los 6*-nAChR se encuentran expresados, principalmente, en el ATV y también en 
otras estructuras de los ganglios basales (núcleo accumbes y caudado putamen) (Gotti y 
col. 2005). Estos receptores han sido involucrados en procesos cognitivos (atención, 
control del humor), así como en la etiopatogenia de enfermedades neurodegenerativas 
(Shytle y col. 2002a; Wu y Lukas 2011). Dado el papel de la subunidad 6 en la 
regulación de la liberación de dopamina (DA), se ha propuesto su implicación en la 
enfermedad de Parkinson. De hecho, se ha encontrado una correlación entre la reducción 
de neuronas que contienen 6*-nAChR y la progresión de la enfermedad. En base a ello, 
se ha propuesto que agonistas de este subtipo de nAChR podrían mitigar los síntomas de 
la enfermedad (Quik y McIntosh 2006). La subunidad 6 también se encuentra expresada 
en estructuras neuronales relacionadas con la visión (retina, colículo superior y núcleo 
geniculado lateral) que expresan nAChRs incluyen los receptores α6β2β3 y α4α6β2β3 
(Gotti y col. 2005). 
 
7-nAChR  
Este subtipo es uno de los más abundantes en SNC, aunque también profusamente 
expresado en muchos tipos celulares y tejidos de naturaleza no neuronal. Se caracteriza 
por tener alta permeabilidad al calcio y, tras su activación, es capaz de generar corrientes 




señalización mediadas o no por el calcio entrante. El 7-nAChR ha sido implicado en 
múltiples procesos patológicos de tipo psiquiátrico, neurodegenerativo e inflamatorio, lo 
que ha conducido a considerar este subtipo de nAChR como una posible diana terapéutica 
(Corradi y Bouzat 2016). En los últimos años se ha identificado una duplicación parcial 
del gen CHRNA7 que codifica para 7. El gen duplicado, CHRFAM7A, encontrado 
exclusivamente en humanos, codifica para una nueva subunidad dup7, expresada en los 
mismos tipos celulares que 7 (Gault y col. 1998). Los conocimientos actuales sobre 
estas dos subunidades del nAChR se detallarán en una sección independiente posterior. 
 
9*-nAChR 
La subunidad 9 presenta una localización muy restringida: las células ciliadas del oído 
interno, glándula pituitaria, epitelio olfatorio y cóclea principalmente (Kong y col. 2006; 
Elgoyhen y col. 1994).  El 9*-nAChR es muy peculiar ya que se encentra a medio 
camino entre los receptores muscarínicos y los nicotínicos a nivel de su sensibilidad 
farmacológica. En los últimos años, a este subtipo de receptor se le ha implicado en la 
percepción del dolor, por lo que las conotoxinas específicas frente a 9 podrían servir de 
modelo para el diseño de fármacos con potencial terapéutico en el dolor crónico (Lips y 
col. 2002; Kummer y col. 2008; McIntosh y col. 2009). Adicionalmente, es interesante 
resaltar que la regulación de la expresión de 9 parece ser controlada por mecanismos 
fisiológicos, como el estrés, tal como ha sido comprobado en médula adrenal en ratas 
(Colomer y col. 2010). Aunque la subunidad 9 forma receptores homoméricos nativos, 
también se ha demostrado que se puede ensamblar con subunidades 10 formando 
receptores heteroméricos capaces de generar corrientes mucho más grandes en respuesta 
a ACh que las producidas por 9-nAChRs (Elgoyhen y col. 1994). 
 
β3*-nAChR  
Esta subunidad, al igual que 5, carece de sitio de unión al ligando, por lo que es 
considerada también como una subunidad auxiliar, es capaz de modular y modificar las 
propiedades farmacológicas de los nAChR heteroméricos que la contienen (Boorman y 
col. 2003; Grinevich y col. 2005; Broadbent y col. 2006). La presencia de β3 en el 
receptor 6β4β35 ejerce un efecto dominante negativo frente al nAChR carente de la 




funcional en membrana (Palma y col. 1999). Por el contrario, ratones knockout para de 
β3 presentan una disminución de la expresión de los 6β2-nAChR y 46β2-nAChR en 
los terminales nerviosos de las neuronas dopaminérgicas (Gotti y col. 2006), demostrando 
que β3 debe ser importante para el ensamblaje, degradación de estos subtipos de 
nAChRs, así como para su transporte desde el cuerpo celular a los terminales nerviosos 
(Drenan y col. 2008). 
	
3.3		Farmacología	de	los	nAChRs	
La mayoría de los agonistas nicotínicos disponibles hasta hace pocos años se 
caracterizaban por su falta de selectividad frente a un subtipo determinado de nAChR. 
Sin embargo, la reciente introducción de nuevos y selectivos agonistas frente a diferentes 
subtipos de nAChR junto con la disponibilidad de ratones knockout para subunidades 
concretas del nAChR, ha permitido identificar la implicación fisiológica de algunos de 
ellos.  
La unión de los agonistas al sitio ortostérico del receptor desencadena cambios 
conformacionales en el mismo que conducen a la apertura del poro iónico. Agonistas 
puros y parciales tienen distinta actividad intrínseca o eficacia (Li y Steinbach 2010; 
Hurst y col. 2013). Los antagonistas competitivos también se unen al sitio ortostérico de 
manrea reversible. Entre los antagonistas, se encuentran unos pocos compuestos naturales 
que han sido utilizados como herramienta para la identificación y caracterización de 
algunos subtipos de nAChR. Este sería el caso de los antagonistas del 7-nAChR 
[metilicaconitina (MLA) y -Bgtx]; también del antagonista del 4β2-nAChR [β-
dihidroeritroidina (DHβE)] (Azam y McIntosh 2009; Armishaw y col. 2010; 
Muttenthaler y col. 2010).  
Además del sitio ortostérico, se han identificado en el nAChR otros lugares de 
unión de fármacos no competitivos, tanto agonistas como antagonistas, así como de 
fijación de otras sustancias moduladoras (Paterson y Nordberg 2000) (Fig. 7). 
Básicamente, un antagonista no competitivo actúa bloqueando físicamente el poro o 
uniéndose a sitios cercanos a él para interferir con el tránsito de iones a su través. 
Utilizando este último mecanismo, e antagonista no selectivo mecamilamina bloquea la 
mayoría de nAChRs neuronales a concentraciones del rango de micromolar (µM). 
Mención especial merecen los moduladores alostéricos del nAChR que, aunque no son 




el agonista puro. De esta manera, los moduladores alostéricos positivos (MAP) son 
capaces de potenciar la respuesta inducida por agonistas (Changeux y Edelstein 2001) 
modificando la afinidad del agonista puro por el receptor, la pendiente de la curva dosis-
respuesta y la amplitud de la respuesta máxima (Hurst y col. 2013). La disponibilidad del 
MAP constituye una nueva y excepcional herramienta experimental para el estudio del 
papel fisiopatológico de los nAChRs (Williams y col. 2011).  
En relación con los MAP con interacción con el subtipo 7-nAChR, se disponen 
en la actualidad de dos tipos. Así, los MAP tipo I (NS-1738) incrementan la respuesta 
inducida por el agonista puro sin modificar el curso temporal de la misma (Timmermann 
y col. 2007). Por otra parte, los MAP tipo II  (PNU 120596) se caracterizan por reducir la 
desensibilización del receptor a través de un mecanismo que implica la estabilización del 
receptor en la conformación de su estado abierto (Gronlien y col. 2007). También, han 
sido identificados existen moduladores alostéricos negativos (MAN) que reducen la 




                            
 
Figura 7: Sitios de unión para diferentes tipos de ligandos del nAChR neuronal.Representación 
esquemática del nAChR neuronal con los sitios de unión para diferentes ligandos 
farmacológicos. Agonistas y antagonistas competitivos se unen al sitio ortostérico, mientras que los 
antagonistas no competitivos tienen diferentes lugares de fijación. Adaptado de [Susan Wonnacoot y 







En la actualidad, los MAP constituyen una herramienta farmacológica para 
muchos grupos de investigación. Esto último se debe a aunar las siguientes propiedades 
(Corradi y Bouzat 2016): 1) incrementar las respuestas inducidas por la activación 
endógena; mantienen mejor las características de la activación endógena; 2) muestran 
gran selectividad; 3) permiten aflorar procesos fisiológicos inapreciables mediados por el 
nAChR; 4) reducen el fenómeno de desensibilización; y 5) actúan como protectores 
neuronales (Kalappa y col. 2013; Sun y col. 2013; Uteshev 2014).  
 
4. LOCALIZACIÓN DE LOS nAChRs NEURONALES 
 
Es bien conocido que una misma neurona puede expresar varios subtipos de nAChRs y 
que según sea la ubicación, así será la función que desempeñará (Fig. 8). 
 
            
 




4.1 nAChRs presinápticos 
La activación del nAChR presináptico del subtipo 7 por el neurotransmisor fisiológico 
ACh modula la liberación de neurotransmisores como la DA, NA, serotonina (5-HT3), 
glutamato y GABA (Dani 2001; Dani y Bertrand 2007). Esta función de los 7-nAChRs 
presinápticos ha sido muy estudiado en hipocampo donde la activación del receptor 
induce   la entrada de Ca2+ a través del ionóforo (Seguela y col. 1993), produce un 




liberación de glutamato o de GABA, dependiendo del tipo neuronal (McGehee y col. 
1995; Gray y col. 1996). En terminales presinápticos dopaminérgicos, se ha constatado 
que el 7-nAChR regula el tamaño del “pool” de vesículas sinápticas listas para secretar 
y, por tanto, la activación del receptor induce la liberación de la DA (Turner 2004). Una 
de las rutas de señalización puestas en marcha por el 7-nAChR es la iniciada por el 
incremento de los niveles de AMPc que conduce a la activación de la proteína quinasa A 
(PKA) (Cheng y Yakel 2015). Esta última quinasa fosforila a la sinapsina I, proteína 
encargada de la unión de vesículas sinápticas a los filamentos de actina (Menegon y col. 
2006; Cousin y Evans 2011). La activación de sinapsina I facilitará la liberación de 
glutamato a la sinapsis desde la terminal presináptica (Fig. 9). Esta ruta puesta en marcha 
por la activación de 7-nAChR presináptico de neuronas glutamatérgicas, ha sido 
implicado en la potenciación a largo plazo en células granulares del giro dentado del 
hipocampo (Welsby y col. 2009) (Fig. 9).  
 
                  
Figura 9: Mecanismos de modulación de la liberación de glutamato mediados por los 7-nAChRs 
presináticos. La concentración de Ca2+ intracelular aumenta por la entrada de estos cationes a través de los 7-
nAChRs,  los canales de calcio dependiente de voltaje (CCDV) y el receptor ionotrópico de glutamato (NMDA). 
Este aumento de Ca2+ citosólico dispara la neurosecreción de glutamato directamente o, de forma indirecta, 
activando la ruta de señalización de AMPc-PKA, lo cual, permitirá una secreción más prolongada. Adaptado de 
(Quing Cheng y col. 2015). 
 
 
Cambios en la plasticidad sináptica es otro de los efectos producidos por los 7-
nAChRs presinápticos. En el hipocampo de roedores, los 7-nAChRs contribuyen a la 
organización dendrítica dentro de en neurona (Campbell y col. 2010). Esto se ha podido 
deducir a partir de los resultados obtenidos en ratones knockout 7, los cuales 




piramidales de la corteza durante el desarrollo posnatal (Morley y Mervis 2013). Este 
efecto parece deberse al papel desempeñado por el 7-nAChR en la conversión de las 
sinapsis glutamatérgicas “silentes” a sinapsis “funcionales” (Maggi y col. 2003). En base 
a todos estos hallazgos, se ha hipotetizado que cambios en la expresión de nAChRs a 
nivel presináptico pueden tener consecuencias a nivel cognitivo (Hoyle y col. 2006; 
Young y col. 2007; Brown y col. 2010).  
4.2 nAChRs axonales 
Estos receptores, con una localización alejada de los terminales sinápticos, son capaces 
de modular la liberación de varios neurotransmisores simultáneamente (Dani 2001; Dani 
y Bertrand 2007). A diferencia de lo que ocurre con la liberación de neurotransmisores 
mediada por los nAChRs presinápticos, la liberación del neurotransmisor inducida por los 
receptores axonales puede bloquearse por tetrodotoxina (TTX), toxina producida por 
peces globo. El efecto de la toxina sobre la liberación se produce por bloqueo de los 
canales de Na+ y, por tanto, la despolarización del terminal sináptico (Lena y col. 1993). 
Entre los subtipos de nAChRs expresados en terminales axónicos se encuentran aquellos 
que contiene la subunidad 6 presentes en neuronas dopaminérgicas del estriado 
(Champtiaux y col. 2003). 
 
4.3 nAChRs postsinápticos 
Los receptores con esta localización están implicados procesos de excitabilidad celular y 
de neurotransmisión rápida. La activación de nAChRs presentes en interneuronas de 
hipocampo intervienen en la compleja trama de activación e inhibición que ejercen las 
interneuronas sobre las neuronas piramidales (ver Fig. 13) (Ji y Dani 2000; Dani 2001; 
Dani y Bertrand 2007). Por otra parte, se ha demostrado que nAChRs postsinápticos están 
implicados en procesos de fosforilación y regulación de la expresión génica, de 
diferenciación celular y de supervivencia. Este es el caso de  los 7-nAChR 
postsinápticos  que activan rutas de señalización que conducen a la fosforilación de 
CREB (la proteína de unión al elemento respuesta AMPc) y a los consiguientes cambios 







5. RUTAS DE SEÑALIZACIÓN ACTIVADAS POR LA ELEVACIÓN 
DEL [Ca2+] INDUCIDA POR nAChR  
 
En reposo, la concentración extracelular de Ca2+ es del orden de 1-2 mM mientras que la 
[Ca2+]i es de alrededor de 100 nM. Esta diferencia de concentración, sumada a la 
diferencia de potencial existente entre ambos lados de la membrana plasmática, hace que 
la aplicación de un estímulo provoque la entrada de Ca2+ al interior celular a favor del 
gradiente electroquímico. La activación del nAChR puede incrementar la [Ca2+]i a través 
de 3 mecanismos: 1) entrada por el ionóforo del  receptor; 2) a través de CCDV abiertos 
tras la despolarización generada por el estímulo; y 3) liberación de Ca2+ al citosol desde 
el RE como resultado de la activación de receptores de rianodina (RyRs) y de 
inositoltrifosfato (I3PRs) (Shen y Yakel 2009). 
Los iones Ca2+ son uno de los mensajeros intracelulares más versátiles de los 
conocidos ya que el incremento de su concentración en citosol afecta a múltiples procesos 
celulares. De esta forma, el incremento de [Ca2+]i , interaccionando con diferentes 
proteínas, va a influir en la excitabilidad, exocitosis, motilidad, apoptosis y transcripción 
neuronal (Cheng y Lederer 2008). Más aún, la propia actividad del nAChR puede ser 
regulada por la [Ca2+]i, lo que  sugiere una relación recíproca  y compleja entre el ión y el 
receptor (Quick y Lester 2002; Khiroug y col. 2003). 
La permeabilidad al Ca2+ del nAChR es una propiedad intrínseca de cada subtipo 
ya que está condicionada  por las subunidades que conforman la estructura pentamérica 
del receptor. Ello explica que el valor del cociente de permeabilidad Ca2+ frente a Na+ 
(Ca2+/Na+) sea de 2-5 para los nAChRs heteroméricos, valor que se incrementa en 
receptores conteniendo la subunidad 5 (Gerzanich y col. 1998; Fucile 2004). El anterior 
cociente alcanza un valor de 6-12 en el caso del 7-nAChR homomérico, el subtipo con 
mejor permeabilidad para el Ca2+ (Fucile y col. 2003; Fucile 2004). 
Independientemente de la vía de acceso de Ca2+ al interior celular, la activación de 
los nAChRs, y la consiguiente elevación de la [Ca2+]i pone en marcha un complejo 
entramado de señales intracelulares que desempeñan  diversas funciones celulares (Dajas-
Bailador y Wonnacott 2004) (Fig. 10). Es el caso del 7-nAChR, el cual es capaz de 
modificar la expresión génica, la liberación de neurotransmisores y producir cambios de 
plasticidad neuronal, entre otros procesos, a través de cascadas de señalización disparas 




Dos son las vías de señalización activadas por la elevación de la [Ca2+]i inducida por el 
7-nAChR (Fig.10). La primera se inicia con la activación de la CamKII/IV por el 
incremento en la [Ca2+]i y la consiguiente activación de ERK/MAPK (ERK, quinasa 
regulada por señales extracelulares; MAPK, serina/treonina quinasa activada por 
mitógenos) que conduce a la activación final de CREB. La segunda vía se inicia con la 
activación por Ca2+ de la adenilato ciclasa que produce un incremento de AMPc y la 
activación de la PKA. Esta última quinasa concluye con la primera vía a través de la 
fosforilación de CREB. La activación del CREB por cualquiera de estas dos rutas, regula 
la expresión de diversos genes. De hecho, se ha descrito que la expresión del gen que 
codifica para la enzima tirosina hidroxilasa (TH) está aumentada tras el tratamiento 
crónico con nicotina y que este aumento se produce por la activación de CREB mediada 
por el 7-nAChR (Gueorguiev y col. 1999). De igual manera, la activación del 7-
nAChR que conduce a la fosforilación de CREB vía ERK/MAPK, está implicado en la 
plasticidad neuronal en SNC (Sweatt 2001).  
El incremento de [Ca2+]i inducido por la activación de los 7-nAChRs puede 
desencadenar procesos citotóxicos (Mechawar y col.2004) como neuroprotectores (Dajas-
Bailador y col. 2000). Se ha demostrado que la toxicidad producida por exceso de 
glutamato es revertida gracias al efecto neuroprotector mediado por el 7-nAChR. Este 
último efecto protector del 7-nAChR se produce como consecuencia de la activación de 
JAK-2 (tirosina Janus-2) que, a su vez, fosforila a la PI3K, la cual activa a Akt 
(serina/treonina proteína kinasa) promoviendo mecanismos de supervivencia celular a 






            
Figura 10: Representación esquemática de las vías de señalización intracelular puestas en marcha por los 
nAChRs a través del incremento de [Ca2+] implicadas en la regulación de diversas funciones neuronales por los 
nAChRs. El incremento de los niveles citosólicos de Ca2+ puede activar la enzima adenilato ciclasa (AC), la proteína 
quinasa A (PKA), la proteína quinasa dependiente de calcio, la calmodulina quinasa II (CaMK II) o la fosfatidilinositol-
3- quinasa (PI3K), activando así diversas rutas intracelulares de señalización. Entre los procesos regulados por la 
activación de estas rutas, se encuentran  la exocitosis de neurotransmisores, así como aspectos relacionados con la 
memoria y el aprendizaje. También, existen rutas de señalización que controlan los procesos de muerte celular por 




6. EXOCITOSIS: ACOPLAMIENTO EXCITACIÓN-SECRECIÓN 
 
La exocitosis es el proceso fisiológico por el que se produce la liberación de 
neurotransmisores en respuesta a la elevación de [Ca2+]i. El anterior proceso requiere la 
fusión de las membranas de las vesículas sinápticas, cargadas de transmisores, y la 
superficie interna de la membrana citosólica (Nichols 2002). En el terminal sináptico, la 
unión del Ca2+ con la proteína sinaptotagmina (proteína acoplada a la vesícula y es 
considerada el sensor de Ca2+) va a activar la maquinaria de exocitosis constituida por el 
complejo SNARE (del inglés, soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment 
protein receptor) (Sudhof 1995; Calakos y Scheller 1996) (Fig. 11). El anterior complejo 
abarca 3 grupos de proteínas principales: sinaptobrevinas o VAMPs, sintaxinas y SNAP-
25. El Ca2+ produce la apertura del poro de fusión de las vesículas que están preparadas 
para ser liberadas. Además, este ión también interviene coordinando el reciclado 
vesicular al acoplar las maquinarias de exocitosis y endocitosis, procesos ambos que se 




exocitosis y endocitosis es clave para el mantenimiento de la transmisión sináptica. 
Cuando la tasa de fusión vesicular con la membrana plasmática es elevada, como podría 
ser el caso de una neurona disparando a alta frecuencia durante un período sostenido, es 
probable que el acoplamiento al que nos referimos anteriormente sea un factor limitante 
y, por lo tanto, un proceso susceptible de regulación (Wadel y col. 2007). 
 
 
          
 
 
Figura 11: Exocitosis y calcio. Las vesículas sinápticas 
próximas a la membrana plasmática se unen a ella a través de 
las proteínas del complejo SNARE. La unión del Ca2+ a la 
sinaptotagmina dispara el proceso de fusión de las vesículas 








7. EL RECEPTOR NICOTÍNICO DEL SUBTIPO α7 
 
7.1 Papel fisiológico del α7 -nAChR 
Este subtipo de nAChR representa uno de los más abundantes en SNC. Es especialmente 
expresado en regiones implicadas en funciones cognitivas y de memoria, como el 
hipocampo (zona CA1),  la corteza (neuronas piramidales de las capas II, III, V y VI), así 
como algunas regiones subcorticales del sistema límbico (Court y col. 2000; Lendvai y 
col. 2013; Corradi y Bouzat 2016). El 7-nAChR participa  en la función cognitiva, la 
atención, el procesamiento de información sensorial, o en los procesos de premio o 
recompensa (Uteshev 2014). De hecho una reducción significativa del número de 7-
nAChR expresados en cerebro, concretamente, en hipocampo, ha sido encontrada en 
pacientes con enfermedad de Alzheimer (Kadir y col. 2006) o en esquizofrenia (Schaaf 




Este receptor también es expresado en células de naturaleza no neuronal, como 
son los astrocitos, microglía, células precursores de oligodendrocitos y células epiteliales, 
localizaciones donde el subtipo de nAChR juega un papel importante en procesos de 
inflamación y neuroprotección. El  7-nAChR es también expresado en muchos tipos 
celulares fuera del SNC, como las células sanguíneas, queratinocitos, células endoteliales, 
células del sistema digestivo, células pulmonares, espermatogonias, linfocitos, monocitos, 
macrófagos y células de médula ósea (Yakel 2012; Dineley y col. 2015). El papel 
funcional  del 7-nAChR en estas últimas células está siendo investigado por muchos 
grupos y parece ser muy variado, dependiendo del tipo celular. Este papel parece estar 
relacionado con procesos de diferenciación, migración, adhesión, apoptosis, angiogénesis 
e inflamación (Ni y col. 2010; Egea y col. 2015; Zdanowski y col. 2015).  
La concepción de que el 7 es un receptor dual ionotrópico/metabotrópico es 
bastante reciente y parece muy atractiva a la hora de abordar el estudio funcional del 
receptor (Kabbani y col. 2013) (Fig. 12). Datos recientes muestran que a través del poro 
iónico es capaz de unirse a proteínas G y Gβ a través del bucle citoplasmático M3-M4 
permitiendo así la activación de rutas de señalización durante un periodo de tiempo 
superior al conseguido por la elevación de [Ca2+]i (Kabbani y col. 2013; King y col. 
2015).  
 La señalización independiente de [Ca2+]i mediada por el 7-nAChR ha sido 
implicada en el efecto antiinflamatorio observado tras la activación de este subtipo de 
rector. Ducho efecto, tal como se recoge en la figura 12, se produce a través de la vía 
JAK2/STAT-3 y NFkB (de Jonge y Ulloa 2007; Thomsen y Mikkelsen 2012) y en el 
crecimiento de neuritas (Nordman y Kabbani 2012; Kabbani y col. 2013).  
Mutaciones del gen CHRNA7 que codifica la subunidad 7, así como cambios de 
expresión del 7-nAChR, han sido relacionadas con diversas enfermedades neurológicas 
y psiquiátricas. Así, se ha identificado un plegamiento aberrante de subunidades 7 que 
produce la alteración del tráfico del receptor a la membrana celular (Valles y Barrantes 
2012). Otros estudios han identificado polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) y 
mutaciones del gen CHRNA7 (Freedman y col. 1997; Leonard y col. 2002; Stephens y 
col. 2009) que conducen a una menor expresión del receptor. Se han descrito hasta 21 
polimorfismos en la región promotora próxima (300 pb) al gen CHRNA, relacionados con 




2002). Estudios postmortem han corroborado las anteriores observaciones al mostrar una 
disminución de sitios de fijación y de 7 ARNm en corteza frontal de pacientes 




Figura 12: Naturaleza mixta del 7-nAChR como receptor ionotrópico/metabotrópico y rutas de señalización 
independientes del Ca2+ citosólico. Como metabotrópico, 7- nAChR activa señales intracelulares a través de la unión 
a proteínas G. En células inmunes, 7-nAChR produce efectos antiinflamatorios a través de JAK2/STAT3 y la 
consiguiente reducción de la expresión de NF-kB. Adaptado de (Corradi y Bouzat 2016). 
 
 
El estudio del filtrado sensorial mediante potenciales evocados ha permitido, 
incrementar nuestro conocimiento sobre los mecanismos etiopatogénicos de la 
esquizofrenia. El filtrado sensorial es un mecanismo fisiológico de inhibición sensorial 
para eliminar estímulos irrelevantes y seleccionar aquellos de interés (Campbell y col. 
2010). La onda p50 es un potencial evocado por un estímulo auditivo que se origina en el 
lóbulo temporal y en hipocampo. Esta onda recibe su denominación en base al tiempo (50 
ms) que tarda en aparecer en el registro electroencefalográfico después de la aplicación 
del estímulo. El ensayo que se realiza para su valoración consiste en la aplicación de dos 
estímulos auditivos sucesivos (S1 y S2) y la medición de las dos ondas p50 generadas. 
Mientras que en sujetos normales se produce una reducción de la amplitud de la onda 
inducida por el segundo estímulo, en el sujeto esquizofrénico no se produce tal reducción 




en esquizofrénicos y familiares tras el consumo de nicotina (Leonard y col., 1998), 
mientras que los antagonistas del 7-nAChR agravan dicho déficit (Simosky y col., 
2003). El mecanismo por el que los 7-nAChRs se asocian con este déficit se debe a una 




Figura 13: Mecanismo neuronal que subyace en el déficit sensorial en esquizofrenia. A) Las aferencias 
glutamatérgicas conducen la información sensorial del primer sonido (S1) excitando las neuronas piramidales que 
generan la onda P50. Una rama de la vía aferente glutamatérgica también excita a las interneuronas inhibitorias 
gabaérgicas que, de esta manera, inhiben a la neurona piramidal por una lado y la liberación glutamatérgica de la vía 
aferente por el otro. Esta doble inhibición a través de la interneurona disminuye la respuesta al segundo sonido (S2). La 
presencia del 7-nAChR en las interneuronas es crítica para la funcionalidad de este circuito. B) Registros 
electrofisiológicos mostrando la inhibición de la onda P50 generada por S2 en un individuo sano y en el paciente 





La subunidad nicotínica 7 es una proteína de 503 aminoácidos codificada por el gen 
CHRNA7, el cual se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 15 (15q13-
q14). Este gen, con un tamaño aproximado de 75 kb, está constituido por 10 exones que 
codifican para los diferentes dominios estructurales de la subunidad 7 (Fig. 14). Así, los 
exones 1 a 6 completos, y una parte del exón 7, codifican para el dominio N-terminal 
extracelular de la subunidad; en este dominio se localiza el sitio de unión al ligando 
(exones 2-6) y la región del péptido señal (exón 1) (de Jonge y Ulloa, 2007). El primer 
dominio transmembrana (M1) comienza en el exón 7, mientras que el resto de los 
segmentos transmembrana (M2-M4) están codificados por los exones 8-10 (Severance y 
col., 2004). El largo dominio citoplasmático (parte de los exones 9 y 10) es crucial para la 












Figura 14: Exones del gen CHRNA7 que codifica para la 
subunidad 7 del nAChR. Dominios estructurales de la 
subunidad 7 y exones que los codifican; en amarillo 







El cromosoma 15 es uno de los cromosomas autosómicos que más duplicaciones 
segmentales presenta; esto es, regiones de más de 1 Kb con identidad con otras regiones 
del genoma mayor del 90 %. Así, el 8,8 % de la eucromatina del cromosoma 15 está 
compuesta por estas duplicaciones segmentales (Zody y col., 2006). Dentro de este 
cromosoma, la región cromosómica 15q11-14 es una de las que concentra más 
duplicaciones, además de tener gran interés fisiopatológico. Así, a través de estudios de 
ligamiento génico múltiple, se ha podido constatar que dicha región contribuye a la 
etiología de diversas patologías, como la esquizofrenia (Leonard y Freedman, 2006; 
Iwata y col., 2007), el trastorno bipolar (Hong y col., 2004; Flomen y col., 2006) y 
algunos tipos de epilepsia, como la epilepsia mioclónica juvenil (Taske y col., 2002).            
Además, esta región cromosómica ha sido también implicada en la agenesia del 
cuerpo calloso con neuropatía periférica (Casaubon y col., 1996), así como en los 
síndromes de Prader-Willi y de Angelman (Christian y col., 1999; Boer y col., 2002). En 
esta región, a una distancia de 1.6 Mb del gen CHRNA7, hacia la región centromérica del 
cromosoma, se ha identificado un nuevo gen (CHRFAM7A) resultante de la duplicación 
parcial del gen CHRNA7 que codifica para la subunidad nicotínica 7 (Gault y col., 1998; 










El gen CHRFAM7A es el resultado de la fusión de un gen resultante de la duplicación 
parcial del gen CHRNA con el gen FAM7A que procede de una región duplicada en el 
cromosoma 3. El gen híbrido está localizado en el cromosoma 15, a una distancia de 1,6 
Mb del gen CHRNA hacia la región centromérica (Gault y col. 1998; Riley y col. 2002). 
CHRNA7 y CHRFAM7A son altamente homólogos (> 99 %) desde el exón 5 hasta la 




Figura 15: Localización de los genes CHRNA7 y CHRFAM7A en el cromosoma 15. Las regiones homólogas entre 
los dos genes aparecen marcadas por la barra horizontal gris. En color, los exones divergentes entre los dos genes. 




En el gen que codifica para dup7, los exones 1-4 de CHRNA7 han sido 
reemplazados por los exones D, C, B y A de FAM7A insertados en la secuencia del intrón 
4 de CHRNA7, a unas 70 pb antes del exón 5. La duplicación del gen se acompañó de la 
inversión en su orientación, por lo que la lectura del gen duplicado se realiza en sentido 
contrario a la del CHRNA7 (Gault y col. 1998). La adquisición de este gen híbrido parece 
ser un acontecimiento reciente en la evolución puesto que este gen solo aparece en 
humanos y no en otros primates superiores (Le Novere y col. 2002; Locke y col. 2003). 
La mayoría de los individuos expresan dos copias del CHRFAM7A, aunque existe 
un grupo reducido de sujetos (5 % - 15 %) cuyos alelos no contienen este gen (Fig. 16). 
Se ha descrito también la existencia de un alelo conteniendo el gen híbrido con una 
delección de 2pb en el exón 6 (CHRFAM7A-2 pb) (Riley y col. 2002; Gault y col. 2003). 
Esta delección resulta de una mutación producida con posterioridad a la duplicación de 
CHRNA7 ya que no se encuentra en el gen original (Flomen y col. 2006). Curiosamente, 




adquiere la orientación del gen CHRNA7. Se ha propuesto que la traducción del 
CHRFAM7A-2pb da lugar a una proteína truncada y, por tanto, carente de actividad 
funcional (Broadbent y col. 2006). La frecuencia de aparición del CHRFAM7A-2pb varía 
entre las diferentes etnias, siendo del 60 % en caucásicos, un 80 % en malayos y solo el 
10 % en africanos bantúes (Riley y col. 2002). Desde el punto de vista fisiopatológico, 
este último polimorfismo ha sido asociado con algunos endofenotipos  característicos de 
enfermedades psiquiátricas, como es el caso de la ausencia de la onda P50 en la 
esquizofrenia (Raux y col. 2002), o con el desorden bipolar, la enfermedad de Alzheimer 







Figura 16: Polimorfismos de los genes CHRNA7 y CHRFAM7A en la región 15q13-14. A) Alelos más comunes (1, 
2 y 3) seguidos de un cuarto alelo (raro) que posee30 una microdelección poco frecuente (< 0,02 %) que contiene los 
siguientes 7 genes: ARHGAP11B, MTMR10, MTMR15, TRPM1, KLF13, OTUD7A, y CHRNA7. B) Mediante la 
secuenciación del exón 6 correspondiente a los genes CHRFAM7A y CHRNA7, en los alelos (1-3), revela 6 genotipos 





La expresión del dup7 ARNm se ha encontrado en multitud de órganos y células, 
tales como testículos, cerebro, colon, tumores, ojos, células inmunes y otros 30 tejidos 
diferentes (Costantini y col. 2015). La transcripción del gen CHRFAM7A produce hasta 
11 transcritos diferentes, de los cuales, 8 son productos del procesamiento alternativo del 
ARNm. Sin embargo, solo 1 transcrito posee la secuencia consenso Kozad para poder ser 




( 5 %) en comparación con la traducción del CHRNA7 para producir el 7 ARNm 
(Wang y col. 2014). 
Merece la pena resaltar la dificultad de determinar la expresión de los genes 
CHRNA7 y CHRFAM/A debido a la alta homología en su secuencia nucleotídica y al 
hecho de que ambos son expresados en los mismos tipos celulares. Esto ha hecho que 
muchos de los datos existentes en la literatura evaluando la expresión de los mensajeros 
de 7 o dup7, sean erróneos, al no utilizar cebadores selectivos para uno u otro ARNm, 
y también por la carencia de anticuerpos capaces de discriminar entre una u otra 
subunidad nicotínica.  
 
8.2	La	subunidad	dupα7	
La proteína codificada por CHRFAM7A  tiene un tamaño de 412 aa y un peso 
aproximado de 45 kDa (Thierry-Mieg y Thierry-Mieg 2006). El codón AUG de inicio de 
traducción se encuentra en el exón B y la subunidad peptídica resultante muestra una 
región N-terminal acortada que ha perdido la zona del péptido señal y el sitio de unión al 
ligando. Consecuentemente, la migración de la subunidad desde el RE a la membrana se 
ve comprometida, lo que implica que su localización debe ser intracitoplasmática, 
preferentemente (Gault y col. 1998). Dado que el transcrito de dup7 conserva los 
exones 5-10 de la subunidad 7, la subunidad aún conserva las 4 regiones 
transmembrana, el largo bucle intracelular M3-M4 y el C-terminal extracelular. Por todo 
ello, la subunidad dup7 tiene la capacidad de poder ensamblarse con otras subunidades 
nicotínicas para formar la estructura pentamérica del nAChR, ejerciendo de esta manera, 
funciones reguladoras (Gault y col. 2003; van Maanen y col. 2009; Araud y col. 2011; 








Figura 17: Esquema comparativo de la estructura terciaria de las subunidades 7 y dup7 junto con los exones 
de los respectivos genes que codifican dicha estructura. Obsérvese la homología entre las subunidades desde el exón 






A pesar de haberse identificado el gen que codifica esta subunidad en 1998 (Gault y col. 
1998), durante muchos años no se supo si el ARNm codificado por el CHRFAM7A se 
traducía a proteína y, en caso afirmativo, cuál era su función. La primera respuesta a estas 
dos cuestiones vino de la mano de nuestro grupo que logró constatar la traducción del 
dup7 ARNm a proteína y determinar la función de esta última en un sistema de 
expresión heterólogo, como es el de los ovocitos de Xenopus laevis (de Lucas y col. 
2011). La principal aportación de nuestro trabajo, fue descubrir que dup7 actúa como 
modulador dominante negativo sobre la actividad del 7-nAChR. Así, el incremento de 
la proporción de dup7 ARNm cuando se coinyectaba junto con 7 ARNm producía una 
disminución de las corrientes inducidas por nicotina en los ovocitos (Fig. 18). Dicho 
efecto de dup7 era concentración-dependiente.  
 La función de dup7 como modulador negativo de la actividad del 7-nAChR 




7-nAChR ejerce múltiples funciones en el organismo, cabría preguntarse si dup7 
desempeña algún papel fisiopatológico al interferir con alguna de ellas. Para ello, la 
expresión de dup7 deberá ser susceptible de modulación por distintos estímulos. 
 
                   
Figura 18: Efecto modulador dominante negativo de dup7 sobre la actividad del 7-nAChR. A) esquema 
ilustrativo de la estructura pentamérica del 7-nAChR antes y después de la inserción de la subunidad dup7. B) 
Registros originales de las corrientes inducidas por pulsos de nicotina aplicados a ovocitos inyectados con 
distintas proporciones de los mensajeros de 7 y dup7 (7:dup7). La corriente control es la obtenida en el 
ovocito inyectado solo con 7 ARNm (primer registro). Se observa una disminución de la corriente inducida por 
nicotina de forma concentración-dependiente, en función del dup7 ARNm inyectado. C) El anterior efecto de 
dup7 sobre las corrientes mediadas por el 7-nAChR se debe a la reducción del número de receptores 




Una vez demostrado el efecto modulador de dup7 sobre el 7-nAChR en 
ovocitos de Xenopus, la siguiente pregunta que nos planteamos fue analizar sí esta 
interacción funcional se producía también en células de mamíferos. Nuestros resultados 
han demostrado que este es el caso. Así, la estimulación de las células con LPS produjo la 
translocación del factor de transcripción NF-kB al núcleo, efecto que fue revertido en 
células preincubadas con nicotina. El efecto de nicotina sobre NF-kB no se observó en 




células se permitió la translocación de NF-kB al núcleo y la transcripción de genes de 
moduladores inflamatorios. La repercusión final fue observada mediante la liberación de 
la citoquina TNF  por parte de los macrófagos transfectados con dup7-myc mediada 




Figura 19: La expresión de dupα7 revierte parcialmente el efecto antiinflamatorio de nicotina 
mediado por el 7-nAChR. El efecto se produce al inteferir con la traslocación al núcleo de NF-kB 
reduciendo la producción de TNF.Tomado de (Maldifassi 2014). 
 
 
9. EL 7-nAChR DE MACRÓFAGOS Y SU PAPEL FUNCIONAL EN 
EL CONTROL DE LA INFLAMACIÓN: VIA COLINÉRGICA 
ANTIINFLAMATORIA 
 
El sistema inmune innato de los vertebrados detecta señales exógenas y endógenas de 
peligro a través de complejos mecanismos humorales y celulares, emitiendo una serie de 
respuestas que son críticas para proteger al huesped de los agentes patógenos o del daño 
tisular. No obstante, si la la respuesta inmune innata es excesiva, ésta puede llegar a ser 
más peligrosa que el estímulo lesivo original. Para contrarrestar el exceso de respuesta 
inflamatoria por parte del sistema inmune, el organismo dispone de una serie de 
mecanismos antiinflamatorios. Entre estos mecanismos, se encuentra la activación del eje 
hipotálamo-hipófisario-adrenal que conduce a una respuesta antiinflamatoria muy 
efectiva pero relativamente lenta y no específica. En los últimos años, el grupo de Kevin 
Tracey ha identificado un circuito neuronal antiinflamatorio conectado directamente con 




extensivamente estudiado por el anterior grupo y por muchos otros reputados 
investigadores (Borovikova y col. 2000; Huston y col. 2006; Rosas-Ballina y col. 2008; 
Rosas-Ballina y col. 2011). El circuito está compuesto por fibras aferentes (sensitivas) del 
nervio vago que detectan señales moleculares periféricas de daño tisular o infección 
(interleuquina-1 (IL-1), endotoxina, etc) y señalizan del daño a ciertos núcleos del tronco 
cerebral. La estimulación de estos núcleos genera una respuesta antiinflamatoria que viaja 
a través de fibras eferentes (motoras) del nervio vago, llegando al bazo y a otros tejidos y 
órganos del sistema fagocítico mononuclear, donde se consigue inhibir la producción de 
citoquinas proinflamatorias por los macrófagos residentes (Fig. 20). 
 Las bases moleculares de la anterior respuesta antiinflamatoria mediada por el 
nervio vago eferente, denominada ‛vía colinérgica antiinflamatoria’ (CAP, acrónimo del 
ténmino inglés ‛cholinergic antiinflammatory pathway’), han ido desvelándose gracias a 
numerosos estudios publicados en los últimos años, algunos de cuyos resultados han sido 
realmente sorprendentes e inesperados, tal como se  describe a continuación (Fig. 21). La 
rama eferente del vago se comunica con el bazo a través del nervio esplénico que libera el 
neurotransmisor noradrenalina (NA). La NA interactúa con receptores -adrenérgicos (-
AR) expresados en células T sintetizadoras de ACh, produciéndose la liberación de este 
transmisor y su interacción con 7-nAChRs expresados en macrófagos del bazo 
productores de citoquinas (Rosas-Ballina y col., 2011). Por tanto, el punto culminante de 
este mecanismo antiinflamatorio radica en la interacción final de ACh con los 7-
nAChRs de los macrófagos y otras células inmunes, lo cual se traduce en una reducción 
de la producción de citoquinas proinflamatorias desde estas células (Wang y col., 2003; 
2004). 
El papel tan relevante desempeñado por los 7-nAChRs de macrófagos en el contexto de 
la CAP fue puesto de manifiesto, por primera vez, por el grupo de Wang (Wang. y 
col.2003) y posteriormente refrendado por diversos investigadores (Wang y col. 2004; 
Ghia y col. 2006; van Westerloo y col. 2006). En el primer estudio, los autores 
demostraron la presencia del 7-nAChR en macrófagos humanos diferenciados a partir 
de monocitos de sangre periférica utilizando -Bgtx marcada con fluoresceína-
isotiocianato (FITC) y técnicas de microscopía confocal. La identidad de la subunidad 
nicotínica expresada por los macrófagos fue confirmada posteriormente tras el clonaje y 
secuenciación del ADNc completo de la misma; la subunidad de macrófagos contenía los 





                   
Figura 20: Representación esquemática del circuito neuronal conocido como ‛reflejo inflamatorio’ a través del 
nervio vago. La rama derecha del circuito se denomina ‛vía colinérgica antiinflamatoria’ y es la que finalmente se 
encarga de contrarrestar el exceso de inflamación a través de la interacción de ACh con 7-nAChRs de macrófagos 
residentes en bazo y otros órganos del sistema fagocítico mononuclear. β-AR: receptores β adrenérgicos; TLRs: 
receptores de tipo Toll; DAMPs: patrones moleculares asociados a daño; PAMP: patrones moleculares asociados a 
patógenos; LPS: lipopolisacárido. Adaptada de (Cedillo y col., 2015). 
 
  La estimulación del nervio vago, o la administración de ACh, nicotina u otros 
agonistas nicotínicos, inhibía la producción del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-), 
así como de las interleuquinas IL-1, IL-6, IL-8 y la proteína HMGB1 (del inglés High 
Mobility Group Box1), en macrófagos humanos y de ratón estimulados con LPS (Wang y 
col. 2003; Wang y col. 2004; Ghia y col. 2006; van Westerloo y col. 2006). Que el 7-
nAChR es el responsable último de este efecto se deduce por la reducción del efecto anti-
inflamatorio de estos agonistas nicotínicos en macrófagos transfectados con el 
oligonucleótido antisentido frente a la subunidad 7, o en células incubadas con -Bgtx, 
bloqueante irreversible de este subtipo de receptor (Wang y col. 2003; Yoshikawa y col. 
2006). Adicionalmente, experimentos in vivo realizados en ratones mostraban que la 
estimulación del nervio vago eferente reducía significativamente los niveles plasmáticos 
de citoquinas inducidos por LPS, mientras que dicha estimulación no producía efecto 




 Existen muchos estudios in vitro demostrando los efectos inmunosupresores de 
los agonistas del 7-nAChR en cultivos de macrófagos humanos y roedores estimulados 
con LPS. Estos resultados han podido ser también corroborados en diversos modelos de 
inflamación sistémica en roedores, incluyendo sepsis, pancreatitis, shock hemorrágico, 
lesión de isquemia-reperfusión o íleo postoperatorio (Borovikova y col. 2000; Wang  y 
col. 2003; Wang y col. 2004; de Jonge y col. 2005; Pavlov y col. 2006; Tracey 2007; van 
der Zanden y col. 2009; Ulloa 2013). En estos modelos experimentales, la estimulación 
del nervio vago eferente redujo la producción de citoquinas proinflamatorias, confiriendo 
protección frente al daño tisular e incrementando la supervivencia (Wang y col. 2004; 
Huston y col. 2007).  Por el contrario, la vagotomía abdominal selectiva o la 
esplenectomía revertían los efectos antiinflamatorios de la estimulación del nervio vago o 
de los agonistas del 7-nAChR (Borovikova y col. 2000; Huston y col. 2006). Más aún, 
hallazgos recientes de nuestro grupo, derivados de un estudio piloto realizado con 
pacientes sépticos, han puesto de manifiesto, por primera vez, la importancia de una 
actividad adecuada de CAP en la evolución y pronóstico de la sepsis (Cedillo y col. 
2015).  
El descubrimiento de que la CAP jugaba un papel relevante en el control de la 
inflamación ha promovido el estudio de las vías de señalización implicadas en el efecto 
antiinflamatorio mediado por el 7-nAChR. Los resultados obtenidos revelan la 
implicación de varias vías de señalización que, directa o indirectamente, conducen a la 
inhibición de la actividad de NF-kB y/o a la activación de STAT3, dos factores de 
transcripción centrales en la inmunidad innata y adaptativa (Wang  y col. 2004; de Jonge 
y col. 2005; Arredondo y col. 2006). Nuestro grupo ha identificado recientemente una 
nueva vía de señalización que conecta el 7-nAChR con NF-kB en macrófagos humanos 
y que implica al modulador negativo de la inflamación IRAK-M (serina/treonina quinasa-
M asociada al receptor de interleuquina-1) (Maldifassi y col. 2014).                       
 En conjunto, todos los datos expuestos anteriormente permiten intuir que la CAP, 
con el 7-nAChR a la cabeza, parece desempeñar un papel fisiopatológico crucial en 
enfermedades inflamatorias sistémicas humanas. Así, las intervenciones llevadas a cabo 
para estimular la anterior vía, tanto eléctrica como farmacológicamente, podrían ofrecer 
interesantes terapias coadyuvantes al tratamiento farmacológico convencional de estas 






La microglía constituye el sistema de defensa e inmunitario endógeno del cerebro, siendo 
responsable de proteger éste frente a diversos tipos de factores patógenos y/o lesivos. Las 
células microgliales derivan de progenitores, de origen mesodérmico/mesenquimal, que 
han emigrado desde la periferia. Después de invadir el SNC, los precursores microgliales 
se diseminan, de manera relativamente homogénea, en todo el tejido neural adquiriendo 
un fenotipo específico, el cual es claramente distinguible del de sus precursores, los 
monocitos sanguíneos. 
En condiciones fisiológicas, la microglía en el SNC presenta un estado 
‘ramificado’ que se ha venido a denominar, de ‘reposo’. La célula microglial en reposo 
se caracteriza por un cuerpo celular pequeño y procesos finos y muy elaborados, los 
cuales envían múltiples ramas y extensiones hacia todas las direcciones. Al igual que los 
astrocitos, cada célula microglial tiene su propio territorio, de aproximadamente 15 a 30 
μm de ancho, existiendo muy poco solapamiento entre células microgliales de territorios 
vecinos. Los procesos de las células microgliales en reposo están en constante y rápido 
movimiento a través de su territorio, siendo las estructuras que se mueven más rápido en 
el cerebro. Al mismo tiempo, los procesos microgliales también emiten y retraen, 
constantemente, pequeñas protuberancias que pueden crecer y encogerse en el orden de 
2-3 μm/min. A través de todos estos movimientos, la microglía escanea aleatoriamente a 
través de sus dominios. Cuando se produce un daño neuronal focal, éste induce un 
movimiento rápido y concertado de muchos procesos microgliales hacia el sitio de la 
lesión y, en menos de una hora, estos últimos sitios pueden estar completamente rodeados 
por dichos procesos. En base a todo lo anterior se puede deducir que los procesos 
microgliales actúan como un sistema de escaneado muy rápido y sofisticado. Este sistema 
puede, en virtud de receptores que residen en el plasmalema de la célula microglial, 
detectar inmediatamente la agresión o lesión y, consecuentemente iniciar el proceso de 
respuesta activa que, eventualmente, desencadena la activación microglial.  
Cuando un insulto cerebral es detectado por las células microgliales, éstas ponen 
en marcha una respuesta específica que se inicia con la transformación gradual de la 
microglía en ‘reposo o ramificada’ en una forma ameboide. Este proceso, denominado 
"activación microglial", discurre a lo largo de varias etapas. Durante una primera etapa, la 




cuales se vuelven menos numerosos y mucho más gruesos. Paralelamente, se incrementa 
el tamaño de los cuerpos celulares, se modifica la expresión de enzimas y receptores y 
comienzan a producirse moléculas de respuesta inmune (TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-12) 
(Mosser y Edwards 2008; Mogensen 2009). Algunas células microgliales regresan a un 
modo proliferativo, por lo que el número de células microgliales alrededor del sitio de la 
lesión comienza a multiplicarse. Las células microgliales se vuelven móviles y, utilizando 
movimientos de tipo ameboide, se agolpan alrededor del sitio donde se ha producido el 
insulto. En una etapa posterior, si el daño persiste y las células del SNC comienzan a 
morir, las células microgliales sufren una mayor transformación y se convierten en 
fagocitos (fenotipo M2). Con este fenotipo, la microglía libera citoquinas 
antiinflamatorias (IL-4, IL-10). Esto es, naturalmente, una explicación incompleta de los 
cambios complejos y altamente coordinados que ocurren en las células microgliales. El 
proceso de activación es gradual y, lo más probable, es que existen muchos sub-estados 
en el camino desde el reposo hasta que la microglía adquiere su capacidad fagocítica 
(Benoit y col. 2008; Cherry y col. 2014). Además, las células microgliales activadas 
pueden mostrar propiedades bastante heterogéneas en diferentes tipos de patologías y en 
diferentes partes del cerebro. 
La naturaleza precisa de la señal inicial que desencadena el proceso de activación 
microglial no está completamente dilucidada. Puede estar asociada tanto con la 
desaparición de algunas moléculas liberadas durante la actividad normal del SNC (‘señal 
de apagado’), como con la aparición de moléculas anómalas o concentraciones 
anormales de otras moléculas fisiológicamente presentes (‘señal de encendido’). Ambos 
tipos de señales pueden proporcionar a la microglía información relevante sobre el estado 
del parénquima cerebral dentro de su dominio territorial. 
Las «señales de apagado» que pueden indicar a la microglía el deterioro en las 
redes neuronales no están todavía completamente caracterizadas. Un buen ejemplo para 
este tipo de señales son los neurotransmisores. Las células microgliales expresan una 
variedad de receptores para los neurotransmisores clásicos, tales como receptores para 
GABA, glutamato, dopamina, noradrenalina. En la mayoría de los casos, la activación de 
estos receptores contrarresta la activación de las células microgliales con respecto a la 
adquisición de un fenotipo proinflamatorio. De hecho, estas "señales de apagado" 
permiten que la microglía detecte la perturbación, incluso antes de que sea identificada la 




α7-nAChR en microglía de ratón (De Simone y col. 2005; Shytle y col. 2004). También 
se ha demostrado que la estimulación de este último subtipo de receptor conduce a la 
activación de la vía de JAK2/STAT3 promoviendo la transformación de la microglía 
hacia el fenotipo M2. Además, dicho receptor activa a PI3K/Akt, la cual, desencadena la 
ruta Nrf2/HO-1 que promueve un papel antioxidante y antiinflamatorio de la microglía 
(Egea y col. 2015). Hasta el momento solo un trabajo ha caracterizado la expresión del 
resto de subunidades nicotínicas (Rock y col. 2008). En dicho estudio observaron la 
expresión de ARNm de las subunidades 3, 5, 7 y β4 en células de microglía humana. 
La "señalización de encendido" es llevada a cabo por un amplio abanico de 
moléculas, tanto asociadas a daño celular como relacionadas con el agente extraño que 
invade el cerebro. Concretamente, las neuronas dañadas pueden liberar altas cantidades 
de ATP, citoquinas, neuropéptidos o factores de crecimiento. Muchos de estos productos 
pueden ser detectados por la microglía y, por tanto, inducir su activación. Por otra parte, 
algunas de las anteriores moléculas pueden ejecutar tanto señales de "apagado" como de 
"encendido". Este es el caso del ATP que, a bajas concentraciones es indicativo de una 
actividad sináptica normal, mientras que a altas concentraciones indica daño celular. La 
microglía también es capaz de detectar alteraciones en el metabolismo cerebral; así, la 
acumulación de amoníaco en cerebro producido durante la encefalopatía hepática puede 
activar células microgliales ya sea directamente o a través de compuestos intermedios, 












11. DEPRESIÓN MAYOR 
 
La depresión se define como un trastorno afectivo que se caracteriza por la presencia de 
sentimientos de tristeza, a menudo acompañada de ansiedad, pérdida de interés o de 
extraer placer, sentimientos de culpa, falta de autoestima, trastornos del sueño y del 
apetito, sensación de cansancio y falta de concentración (Fig. 21). Según las directrices 
establecidas por el DSM-IV (acrónimo del inglés Diagnostic and Statistical Manual of 
Mental Disorders, Fourth Edition 2000), el diagnóstico de depresión requiere de la 
presencia durante más de dos semanas de, al menos, 5 o más síntomas de los que se citan 
a continuación:  
                
 Insomnio o hipersomnia   Sentimientos de inutilidad o culpa 
 Cambios en el peso o apetito   Anhedonia 
 Cambios psicomotores   Fatiga o falta de energía 






Figura 21: Representación pictórica de la 
depresión y esquizofrenia. A la izquierda, 
el cuadro “En el umbral de la eternidad” del 
pintor neerlandés Vincent Van Gogh. A la 





Esta enfermedad puede llegar a ser incapacitante. La gravedad de la misma oscila  
desde un cuadro leve hasta depresión grave, llegando a poder hacerse crónica o 
recurrente,  lo cual puede dificultar el desempeño de las actividades normales laborables 
y sociales que se afrontan en la vida diaria. En su forma más grave, algunos enfermos 







La depresión es una enfermedad que presenta alta incidencia a nivel mundial. Se estima 
que afecta entre un 4,3 a un 26,4 % de la población mundial, según datos 
epidemiológicos de la OMS recabados en 14 países de América, Europa, Oriente medio, 
África y Asia. Así, unos 300 millones de personas han sufrido un cuadro depresivo 
alguna vez en su vida. De todos ellos, solo un 10 % y un 30 %, según los países, son 
diagnosticados y tratados convenientemente. Cada año se suicidan por depresión cerca de 
800.000 personas, siendo  la segunda causa de muerte en el grupo de jóvenes de entre 15 
y 29 años. La OMS prevé que, en el año 2030, la depresión unipolar será la causa con 
mayor carga de morbilidad a nivel mundial (Murray y Lopez 1996; Hyman 2008). La 
enfermedad hace su aparición en cualquier época de la vida, siendo más frecuente entre 
los 18 y 44 años de edad (Zisook y col. 2007), con una media de inicio sobre los 27 años. 
Los estudios epidemiológicos ponen de manifiesto que la incidencia, prevalencia y riesgo 
de depresión es dos veces superior en mujeres que en los hombres (Kuehner 2003; 
Bouma y col. 2008) (Fig. 22).  





Figura 22: Porcentaje de prevalencia de        
      depresión  por sexo y grupos de edad en  
      EE.UU  en  el  año  2015.  Adaptado  de 





Los trastornos depresivos son muy heterogéneos y han sido clasificados de diversas 
maneras. Según el origen de la depresión, se denomina  depresión reactiva a aquella 
detonada por acontecimientos vitales, como la muerte de un ser querido, un desengaño 
amoroso, el desempleo; y depresión endógena a la depresión causada por cambios 





Sin embargo, atendiendo a criterios neurobiológicos y farmacológicos, este trastorno 
afectivo se clasifica en dos grandes grupos: 
 
 Depresión unipolar: caracterizada por la aparición de cuadros depresivos. Es de 
más frecuente aparición y no parece relacionarse con el historial familiar. Este 
tipo de depresión suele aparecer después de los 25 años y se asocia a sujetos con 
un componente neurótico. 
 
 Depresión bipolar o maniaco-depresiva: aparecen alternados episodios depresivos 
y maníacos separados por periodos en los que la enfermedad parece remitir. Los 
episodios maníacos cursan con entusiasmo exacerbado, rapidez de pensamiento y 
lenguaje (fuga de ideas, agitación psicomotor, conducta agresiva e insomnio). 
Este tipo de depresión parece tener un alto componente hereditario, aunque los 
genes implicados aún no están bien identificados. Su aparición se produce en 
edades más tempranas que la depresión unipolar, y lo hace de forma abrupta. 
 
11.2	Bases	etiopatogénicas:	teorías	propuestas	
La depresión es el resultado de interacciones complejas entre factores sociales, 
psicológicos y neurobiológicos. Aquellos que han pasado por circunstancias vitales 
adversas (desempleo, luto, traumatismos psicológicos), tienen más probabilidades de 
sufrir una depresión. A su vez, el estrés generado por la depresión puede empeorar la 
situación vital de la persona afectada y, consecuentemente, potenciar la propia 





Figura 23: Círculo vicioso de la depresión. 
Los pensamientos negativos que aparecen tras una 
situación de estrés, o una pérdida, ocasionan 
cambios hormonales y neuroquímicos que, a su 
vez, provocan nuevos y más intensos 










A pesar de ello, no todas las personas se deprimen ante una misma situación 
adversa, por lo que debe haber una mayor susceptibilidad y/o predisposición genética que 
hace que unos individuos sean más vulnerables que otros frente a las mismas situaciones 
estresantes (Caspi y col. 2003; Risch y col. 2009) (Fig. 24). Gracias a los estudios 
realizados en grupos familiares con miembros afectados de depresión, se ha podido 
conocer cuál es la prevalencia de depresión en estos grupos, respecto a la población 
general. Los hallazgos obtenidos muestran que, en la depresión bipolar, la prevalencia 
está significativamente  aumentada en familiares de primer grado (padres y hermanos) del 
sujeto depresivo. Entre los genes que se han implicado en la etiología de la depresión se 
encuentra el gen SLC6A4 el cual codifica para el trasportador de 5-HT; este gen ha sido 
propuesto, en la actualidad, como una diana terapéutica para los antidepresivos. El gen 
SLC6A4 presenta un polimorfismo con dos variantes alélicas, S (corta) y L (larga). El 
alelo S se asocia con una menor expresión de transportadores de 5-HT en la membrana 
neuronal. Otro gen que ha sido implicado en la etiología de la depresión bipola es el gen 
Piccolo (PCLO), el cual puede presentar SNP, denomidado rs2522833 (Sullivan y col. 
2009). A través de estudios de ligamiento génico, se han implicado en la etiología de la 
depresión regiones cromosómicas 11pter-p15 conteniendo el gen de tirosina hidroxilasa  
(Camp y col. 2005), la región 2q33.34 donde se encuentra el gen  que codifica para el 
factor de transcripción CREB (Nurnberger y col. 2001), así como ciertos polimorfismos 
presentes en el gen que codifica para la citoquina pro-inflmatoria TNF(Jun y col. 
2003a; Jun y col. 2003b). 
 
 
                      
Figura 24: Influencia de genes y situaciones 
estresantes en la aparición de depresión. 
Polimorfismos genéticos pueden condicionar el 
riesgo de sufrir depresión ante ciertos factores 
adversos proporcionando una vulnerabilidad 









Los datos obtenidos de pacientes depresivos y los procedentes de modelos 
animales, han permitido proponer diferentes teorías para explicar la aparición de 
depresión. A continuación mencionaremos alguna de ellas: 
 
a) Teoría monoaminérgica    
En la década de los 60, Joseph Schildkraut propuso que una alteración de la 
neurotransmisión monoaminérgica debería subyacer en la etiología de la depresión 
(Schildkraut 1995).  La afectación del sistema monoaminérgico consistiría en un déficit 
de 5-HT, NA y DA en las sinapsis de áreas específicas del cerebro. Esta teoría surgió a 
raíz del mecanismo de acción de fármacos antidepresivos como los tricíclicos 
(imipramina) y los inhibidores de la mono-aminooxidasa (IMAO), los cuales basaban su 
mecanismo de acción en un aumento de los niveles de NA y de 5-HT a nivel cerebral y 
periférico. Simultáneamente, se descubrió que el fármaco hipertensivo reserpina producía 
depresión como consecuencia de su efecto sobre las vesículas sinápticas de las neuronas 
monaminérgicas, a las cuales, depletaba de su contenido en monoaminas (Goodwin y 
Bunney 1971). Más recientemente, estudios de imágenes con PET revelan que los 
pacientes depresivos presentan un incremento de expresión de MAO-A en la corteza 
prefrontal, corteza temporal, hipocampo, tálamo, núcleo accumbens (NAc) y mesencéfalo 
(Meyer y col. 2006). Este último hallazgo sugiere que un aumento en la tasa de 
degradación de 5-HT y NA también puede contribuir a la etiología de la depresión al 
disminuir la transmisión monoaminérgica (Meyer y col. 2006). Diferentes estudios 
también han detectado niveles bajos de metabolitos procedentes de la degradación de DA, 
NA y 5-HT en el líquido cefalorraquídeo (LCR) de pacientes depresivos, indicando que 
la reducción de los 3 neurotransmisores debe subyacer en la etiopatogenia de la 
enfermedad (Cleare 2004). 
Existen evidencias que indican que la hipótesis monoaminérgica no puede 
explicar , por sí misma, el origen de la enfermedad. Así, en estudios en los que produjo 
una depleción cerebral de triptófano, no se observaron cambios en el humor de sujetos 
sanos y sólo el 50 % de los individuos con historia previa de depresión experimentaron 
algunos síntomas (Delgado y col. 1999). Otro hecho incontroversible es que los 
antidepresivos producen su efecto bioquímico (incremento neurotransmisión 
monoaminérgica) de forma inmediata, mientras que los efectos sobre el humor  y estado 




Finalmente, también se constat que fármacos como cocaína o anfetamina, que aumentan 
los niveles de monoaminas cerebrales no son fármacos antidepresivos. De todo lo anterior 
se deduce que deben existir otros mecanismos adicionales para explicar las bases 
etiopatogénicas de la enfermedad y el mecanismo de acción antidepresivos de los 
fármacos. En base a todo lo anterior, surgió una nueva teoría neurogénica de la depresión, 
para complementar a la anterior (Pittenger y Duman 2008).  
 
 
b) Teoría neurogénica 
La neuroplasticidad es definida como la capacidad del cerebro para reorganizarse 
a sí mismo, a través de la formación de nuevas conexiones a lo largo de su vida. La 
depresión podría ser el resultado de una incapacidad, por parte del cerebro, para adaptarse 
a factores ambientales adversos, debido a un fallo de los mecanismos normales de 
neuroplasticidad (Zuo y col. 2005). Este fallo podría ser revertido si se produjera un 
incremento de factores neurotróficos por acción de los fármacos antidepresivos. Uno de 
estos factores neurotróficos sería el BDNF (acrónimo del inglés, Brain-Derived 
Neurotrophic Factor) el cual se expresa ampliamente en las estructuras límbicas 
(Boldrini y col. 2009; Boldrini y col. 2012). Varias observaciones apoyan la anterior 
teoría neurogénica como base de aparición de depresión. Así, en pacientes con depresión 
mayor, se ha encontrado una disminución del volumen del hipocampo (Norrholm y 
Ouimet 2001) y atrofia en la arborización dendrítica de las neuronas piramidales de la 
corteza prefrontal y del hipocampo (Fig. 25) (Norrholm, Ouimet 2001; Nestler y col. 
2002). Por su parte, los fármacos antidepresivos consiguen mejorar la anterior aberración 
dendrítica y establecer procesos de neurogénesis (Malberg y col. 2000; Santarelli y col. 
2003). Estudios postmortem  realizados en pacientes depresivos detectan una menor 
expresión del BDNF y de su receptor TrkB en hipocampo y corteza prefrontal de 
pacientes con respecto a individuos sanos (Castren y col. 2007; Castren y Rantamaki 
2010; Thompson Ray y col. 2011). La evidencia conductual que sustenta la teoría 
neurogénica proviene de modelos murinos de la enfermedad. A estos animales se les 
somete a la prueba de natación forzada (FST del inglés, Forced Swim Test) que mimetiza 
la conducta de desesperanza y tiene gran valor predictivo en la eficacia terapéutica de los 
antidepresivos (Reed y col. 2008). Los resultados de esta prueba realizada en los modelos 




inmovilidad del animal lo que indicaba que el efecto neurotrófico ejercía efecto 




Figura 25: Daño neurotrófico presente en neuronas piramidales de corteza prefrontal e hipocampal en la 
depresión. En la imagen se ilustra la pérdida y disminución de la longitud de las espinas dendríticas que se acompaña 
de una reducción de receptores para glutamato y de otras proteínas sinápticas. Adaptado de (Wohleb y col.  2016). 
 
 
Al igual que ocurría con la teoría anterior, existen algunos hallazgos contrarios a 
la teoría neurogénica de la depresión. Estudios postmortem de pacientes quienes sufrieron 
depresión, no encontraron cambios notables de morfología o signos de muerte neuronal 
(Muller y col. 2001). 
 
c) Teoría de la alteración del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal (HPA) 
La depresión es una patología asociada frecuentemente al estrés. Existen numerosas 
evidencias que muestran como los eventos estresantes de la vida, o el estrés crónico, 
pueden precipitar trastornos depresivos (Wise y Taylor 1990). En respuesta a una 
situación de estrés, se produce la liberación de la hormona hipotalámica  liberadora de 
corticotropina (CRF) que estimula la hipófisis para que libere la hormona corticotropina 
(ACTH), la cual, a su vez, induce la liberación de cortisol por la corteza adrenal. CRF 
también es capaz de estimular el locus coeruleus y, consiguientemente, activar 
centralmente el sistema nerivoso simpático. Ante situaciones de estrés crónico, se secreta 
cortisol de manera sostenida en el tiempo provocando hipercortisolemia, la cual bloquea 
la activación de los receptores de glucocorticoides en hipocampo. Dicho bloqueo impide 
que el control sanguíneo frene su retroalimentación negativa y, consiguientemente, se 
autoperpetua la hipercortisolemia. Esta hipercortisolemia crónica puede producir secuelas 




inmunológica, osteoporosis (Hansen-Grant 1998), y a la vez que ha sido asociada a 
procesos de neurotoxicidad y disminución de la neurogénesis en hipocampo. 
Adicionalmente, la hipercortisolemia modifica la funcionalidad de la transmisión 
noradrenérgica, con la consiguiente repercusión negativa en la patología depresiva (Duval 
y col. 2006). Otra monoamina afectada por estrés crónico es la 5-HT, se ha observado 
una disminución, tanto en  su liberación como de la tasa de síntesis/degradación asociada 
a la enzima triptófano dioxigenasa (Myint y col. 2007). También se ha encontrado una 
disminución en la concentración sérica de triptófano como resultado de la 
hipercortisolemia. 
El eje HPA juega un papel muy importante en la comunicación del sistema 
nervioso, con los sistemas endocrino e inmune. La producción excesiva de 
glucocorticoides, en respuesta al estrés crónico, induce la activación de macrófagos, tanto 
a nivel periférico como central, aumentando la secreción de los mediadores inflamatorios 
desde estas células (Nguyen y col. 2000). A su vez, las citoquinas proinflamatorias son 
capaces de interferir con funciones monoaminérgicas centrales por una lado, y activar el 
eje HPA por otro.  
 
d) Teoría colinérgica / adrenérgica 
La depresión viene acompañada de síntomascaracterísticos del déficit cognitivo, como 
serían la falta de atención y concentración, pérdida de memoria e incapacidad para 
procesar información. En todos los anteriores procesos, se ve implicada la ACh (Deutsch 
1971) y el sistema colinérgico. Proyecciones colinérgicas procedentes de los núcleos 
basales modulan la función de numerosas áreas cerebrales implicadas en la depresión; por 
ello, la conservación de un tono colinérgico óptimo es báica para una correcta función 
cerebral (Roland y col. 2008; Dagyte y col. 2011) (Fig. 26). En base a lo anterior, se ha 
propuesto que una disfunción de este sistema de neurotransmisión pueda participar en la 








Figura 26: Áreas cerebrales que reciben proyecciones de neuronas colinérgicas de los núcleos basales. 
La figura ilsutra las diferentes funciones controladas por las neuronas colinérgicas que inervan cada área. 




En 1972 se postuló la teoría colinérgica/adrenérgica  y su contribución en las 
bases etiopatogénicas de la depresión. Esta teoría se basa en el desequilibrio entre estos 
dos sistemas de neurotransmisores, y propugna que en la depresión hay una 
hiperactividad colinérgica mientras que en la manía debe existir una hiperactividad 
adrenérgica (Janowsky y col. 1972; Janowsky y col. 1974). Las evidencias que sostienen 
esta teoría son las siguientes: 
1. El incremento de ACh producido por los inhibidores no específicos de 
acetilcolinesterasa (AChE) induce síntomas depresivos, ansiedad e irritabilidad en 
personas sanas (Gershon y Shaw 1961). Agricultores intoxicados con insecticidas 
en cuya composición figuraba la fisostagmina (inhibidor de AChE), presentaron 
síntomas de depresión. En pacientes ya deprimidos, los anteriores fármacos 
exacerbaban estos síntomas (Janowsky y col. 1974; Janowsky y col. 1983). En 
ratones sometidos a estrés, se observó  en hipocampo una disminución de la 
actividad de la AChE, la cual se acompañaba de fallos en el aprendizaje y déficits 
de memoria (Sunanda y col. 2000; Das y col. 2000) 
2.   Pacientes depresivos presentan  concentraciones aumentadas de colina (Charles 
ycol. 1994; Steingard y col. 2000). En estudios cerebrales postmortem de 
pacientes suicidados, se ha encontrado una elevación del número de receptores 




3.    Los fármacos antagonistas de los nAChRs producen efectos antidepresivos. Así, 
la escopolamina redujo los síntomas en pacientes depresivos (Drevets y Furey 
2010; Fure y col. 2010),  mientras que no produjo ningún efecto en ratones 
knockout para 4 y β2 (Rabenstein y col. 2006; Mineur y col. 2007). Todos estos 
datos sugieren un papel relevante de los estos nAChRs en el efecto antidepresivo 
del anterior  fármaco. 
4.    La administración crónica de agonistas del nAChR, como la nicotina, en 
fumadores produce la desensibilización de estos receptores lo que equivale a un 
antagonismo funcional. Esta acción de la nicotina limita la disponibilidad de 
nAchRs capaces de ser activados por el neurotransmisor (Picciotto y col. 2008). 
Existe una relación, más o menos establecida, entre el tabaquismo y la depresión. 
La prevalencia de fumadores en pacientes con depresión ronda el 50 % - 60 % 
comparada con el 25 % en la población general. Además, se ha demostrado que 
los parches de nicotina pueden reducir los síntomas depresivos, sugiriendo que el 
bloqueo de nAChRs puede ser una diana terapéutica en la depresión (Picciotto 
2010). Del mismo modo, la administración crónica de nicotina tiene efectos 
antidepresivos en modelos animales de indefensión aprendida y natación forzada 
(Picciotto y col. 2008) (Tabla 1).  
 
Tabla 1: Efectos de fármacos agonistas del nAChR en modelos animales  
Tratamiento  Observaciones Interpretacion Referencias
Agonista 7  Disminuye la inmovilidad en ratones  Antidepresivo  Andreasen y col. 2012 
Nicotina  Disminuye la anhedonia en ratas sometidas a estrés crónico  Antidepresivo  Andreasen y col. 2011 




Aumento de inmovilidad en ratones  Pro-depresivo  Mineur y col. 2007; Andreasen y col. 2009b 
 
ISRS = Inhibidor Selectivo de Recaptación de Serotonina 




5.   El estrés altera el funcionamiento del sistema colinérgico. La respuesta al estrés 
induce la liberación de ACh desde los ganglios basales y activa la ruta 




provoca un declive gradual de la función colinérgica mediado por la disminución 
de la actividad de la AChE en hipocampo incrementando los niveles cerebrales de 
ACh (Dagyte y col. 2011) (Fig. 27). 
 
                        
 
Figura 27: Desregulación colinérgica en la depresión. En individuos sanos, la AChE regula los 
niveles de ACh sinápticos que se encuentran en equilibrio con los niveles de DA/NA. El estrés reduce 
la actividad de la AChE y, consecuentemente, se produce un incremento de ACh. Adaptado de (van 
Enkhuizen y col.  2015). 
 
 
Adicionalmente, el sistema colinérgico podría explicar otros eventos relacionados 
con la sintomatología de la depresión. Los pacientes depresivos muestran alteraciones en 
diversos ritmos circadianos, como los relacionados con algunas hormonas, el sueño o la 
temperatura corporal (Turek 2007; Lam 2008). El área cerebral responsable de estos 
ritmos es el núcleo supraquiasmático situado en el hipotálamo anterior. Este núcleo recibe 
proyecciones colinérgicas de los núcleos basales (Bina y col. 1993; Tuma y col. 2005) las 
cuales, en caso de disfunción, producirían las anteriores alteraciones que acompañan a la 
depresión.  
Entre los integrantes del sistema de neurotransmisión colinérgica figuran los 
nAChRs, los cuales están extensamente distribuidos en distintas zonas cerebrales 
asociadas a la depresión, como el ATV, locus coeruleus y el núcleo dorsal del rafe. La 
activación del subtipo 4β2-nAChR, expresado en estas áreas, modula la liberación de 
muchos neurotransmisores (Gotti 2006; Alburquerque 2009; Philip y col. 2010). Los 
nAChRs tambiénejercen efectos a nivel neuroendrocrino al localizarse algunos de ellos a 
nivel presináptico en neuronas que liberan CRF (Okuda y col. 1993). El fármaco 
mecamilamina, utilizado como antihipertensivo, bloquea la liberación de CRF desde el 




corticosterona. La nicotina también afecta a la actividad del eje HPA, ya que, como 
componente del tabaco, incrementa de forma aguda el cortisol detectado en saliva 
(Kudielka y col. 2009). En base a todo lo anterior, algunos autores han estudiado el efecto 
antidepresivo de los agonistas del nAChR. El agonista selectivo de 7 nAChR, PNU 
282987, en combinación con fármacos inhibidores de recaptación de 5-HT (ISRS), ha 
mostrado efectos antidepresivos en ratones sometidos a la FST y al test de suspensión por 
la cola (Andreasen y col. 2012; Andreasen y col. 2013). Asimismo, la mecamilamina 
también ha mostrado efectos positivos en niños con síndrome depresivo (Shytle y col. 
2002b) y en adolescentes con el síndrome de Tourette. 
 
e) Teoría inflamatoria 
Dada la comunicación recíproca entre el SNC y el sistema inmune, cada vez han ido 
apareciendo más datos que apoyan la implicación de este último sistema en la 
etiopatogenia de las enfermedades psiquiátricas. La teoría inflamatoria de la depresión 
fue propuesta, por Maes en 1999 (Maes 1999). Esta teoría se basa en las siguientes 
observaciones: 
1. Los pacientes depresivos presentan niveles séricos elevados de citoquinas 
proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF) y una función inmune alterada (Irwin y 
Gillin 1987; Maes 1995; Maes 1999; Nunes y col. 2002; Yoshimura y col. 2009; 
Miller y col. 2009a; Miller y col. 2013). Los anteriores hallazgos han sido 
corroborados en varios meta-análisis (Zorrilla y col. 2001; Dowlati y col. 2010). 
También se ha encontrado un aumento de moléculas de adhesión celular como 
sICAM-1 (molécula de adhesión intracelular 1) y E-selectina (Turan y col. 2014). 
Más aún, se ha podido establecer una correlación significativa entre la 
concentración sérica de las anteriores citoquinas proinflamatorias y la gravedad de 
los síntomas depresivos (alteraciones del sueño, disfunción cognitiva y fatiga 
(Bower y col. 2002; Motivala y col. 2005). Más aún, el incremento de moléculas 
inflamatorias remite a niveles basales tras el tratamiento con antidepresivos 
(Miller y col. 2009a).  
2. Se ha encontrado comorbilidad entre ciertas enfermedades inflamatorias o del 
sistema inmune [artritis (Ryan y McGuire 2016), esclerosis múltiple (Hoang y col. 




3. La administración de algunas citoquinas para tratar otras patologías desencadena  
depresión (Musselman y col. 2001; Raison y col. 2005b). Este es el caso del 
IFN, utilizado en el tratamiento de melanoma y en hepatitis C. esta citoquina es 
capaz de inducir depresión en un 30 % - 50 % de pacientes que la reciben 
(Anisman 2011). Hay que indicar que estos síntomas depresivos remiten con 
tratamientos antidepresivos (Raison y col. 2005a). 
4. La administración de citoquinas en animales provoca un estado denominado 
“Sickness behaviour”. Dicho estado es comparable a la depresión humana, ya que 
se manifiesta como anhedonia, fatiga, ingesta reducida de alimentos y alteraciones 
cognitivas  (Anders y col. 2013). En voluntarios sanos, la inyección de una dosis 
baja de lipopolisacárido (LPS) produjo fiebre, anorexia, ansiedad, estado 
depresivo y fallos cognitivos (Reichenberg y col. 2002; Konsman y col. 2008). 
Este último hallazgo junto a la existencia de una predisposición genética 
hereditaria, ha llevado a plantear que en el desarrollo de la depresión estaría 
implicado un mecanismo de defensa frente a un proceso infeccioso (Anexo 1). 
Se ha propuesto que las citoquinas pueden jugar un papel relevante en la 
etiopatogenia de la depresión al interferir con el metabolismo de los neurotransmisores, la 
función neuroendocrina y la plasticidad neuronal (Meyers y col. 2005; Raison y col. 
2006). 
Estas moléculas son glucoproteínas o proteínas de alto peso molecular que, dificílmente, 
podrían atravesar la barrera hematoencefálica (BHE) para alcanzar concentraciones 
relevantes en cerebro. Sin embargo, niveles cerebrales altos de citoquinas han sido 
detectados en humanos en determinadas situaciones patológicas (Kim y Won 2017). Por 
tanto, se han propuesto una serie de vías por las que las citoquinas podrían acceder al 
cerebro: 1) atravesando zonas de la BHE más permeables, como los órganos 
circunventriculares; 2) por transporte activo; 3) a través de la vasculatura cerebral cuya 
permeabilidad puede verse incrementada por los macrófagos perivasculares activados; y 
4) mediante la información recibida por fibras periféricas aferentes. 
Una vez en cerebro, las citoquinas van a interferir con el metabolismo de los 
neurotransmisores 5-HT, NA y DA. En relación con el primer neurotransmisor su síntesis 
está limitada por la enzima indoleamina 2,3 dioxigenasa (IDO), la cual se encarga de 
transformar el aminoácido tritófano, precursor de 5-HT, en kinurenina (KYN), de esta 




Schwarcz y Pellicciari 2002). Las citoquinas, a través de las rutas de señalización 
inflamatorias de STAT1a, NF-kB y p38 (MAPK), activarían a IDO y, consecuentemente 
reducirían los niveles cerebrales de 5-HT (Fig. 28). Por otra parte, la KYN es 
metabolizada a ácido quinurénico (KA) en astrocitos y a ácido quinolínico (QUIN) en la 
microglía. Mientras el primer producto metabólico inhibiría la liberación de DA (Borland 
y Michael 2004), el segundo promovería la liberación de glutamato a través de la 
activación de receptores NMDA y, consecuentemente, produciría efectos neurotóxicos 
(Wu y col. 2007). Se ha demostrado que los pacientes depresivos con intento de suicidio 
poseen niveles cerebrales elevados de la enzima IDO y del metabolito KYN (Sublette y 
col. 2011). Estudios posteriores, han encontrado una correlación positiva entre los 
anteriores productos metabólicos del triptófano y la reducción del volumen de la 
amígdala y el hipocampo (Savitz y col. 2015). La síntesis de DA y NA se ve afectada por 
la interacción de las citoquinas con el cofactor BH4, el cual, es necesario para el 
funcionamiento correcto de la tirosina hidroxilasa (TH), enzima clave en la biosíntesis de 





Figura 28: Alteración de la ruta 
metabólica de la serotonina. Los 
mediadores inflamatorios activan la 
enzima IDO, por lo que se reducen los 
niveles cerebrales de triptófano, 
precursor de la biosíntesis de 5-HT. 






Además de las anteriores vías de acceso de citoquinas desde la periferia hasta el 
cerebro, el propio cerebro es capaz de sintetizar estas moléculas, fundamentalmente en la 
microglía, en respuesta a estímulos lesivos. Ante una situación de estrés crónico generada 
por la depresión, la NA liberada, a través de receptores  y β-adrenérgicos, activa la 
microglía y la transforma a en su fenotipo M1 con la consiguiente producción de 




2011; Wohleb y col. 2011). Sin embargo, si la respuesta inflamatoria es excesiva o 
persiste en el tiempo, este mecanismo defensivo se vuelve lesivo para la propia depresión 
al producir una reducción de los neurotransmisores al interferir con su síntesis. En base a 
lo anterior, se ha propuesto que la microglía pueda ser una diana terapéutica putativa en 
el tratamiento de la depresión. Dado el efecto antiinflamatorio del 7-nAChR expresado 
en los macrófagos periféricos, la presencia de este subtipo de receptor en microglía, 
podría conducir al estudio de la actividad antidepresiva de fármacos agonistas de 7-
nAChR (Fig. 29).   
 
     
 
Figura 29: Papel de la microglía en la etiopatogenia de la depresión. Ante una posible agresión (infección, virus, 
estrés…), la microglía es activada a su fenotipo M1 para responder al efecto lesivo. Una persistencia de la respuesta 
inflamatoria conduce a la alteración del sistema de neurotransmisión monoaminérgico lo cual puede favorecer la 
depresión. La activación de 7-nAChRs promueve la polarización de la microglía hacia el fenotipo M2, con el 
consiguiente efecto antiinflamatorio. Así, los agonistas del 7-nAChR, al disminuir la inflamación y restaurar los 
niveles de monoaminas podrían mejorar la sintomatología de la depresión. Adaptada de (Kalkman y Feuerbach 2016). 
 
 
Hasta el momento, solo se han realizado tres estudios postmortem en los que se ha 
analizado el estado de la microglía en pacientes depresivos. El primer estudió observó un 
importante marcaje del complejo mayor de histocompatibilidad (MHCII), el cual es un 
marcador de la microglía activada (Bayer y col.. 1999). Mientras, el segundo trabajo halló 
niveles elevados de ácido quinolínico en células microgliales del cortex cingulado 
anterior  (Steiner y col. 2011), y el tercero un incremento del  marcador de 
neuroinflamación TSPO (traslocador mitocondrial de 18 kDa) en corteza prefrontal, 
ínsula, cortex cingulado anterior. El incremento de este último biomarcador se 





Como se ha mencionado anteriormente, las citoquinas también interfieren con el 
eje HPA, estimulando la liberación de CRF y ACTH, y por tanto, incrementando los 
niveles séricos de cortisol (Kim y Won 2017). La activación de vías de señalización 
inflamatorias, como las de NF-kB, p38MAPK y STAT-5, inhiben el receptor de 
glucocorticoides en hipocampo (Pace y col. 2007). 
El estado inflamatorio persistente que puede acompañar a la depresión también 
puede afectar a la plasticidad neuronal al producir una reducción de la neurogénesis, un 
aumento del estrés oxidativo, neurotoxicidad por exceso de glutamato e inducción de 
apoptosis. Todas estas alteraciones van a afectar no solo a las neuronas, sino también a 
astrocitos y microglía (Kim y Won 2017).  
 
11.3	Uso	de	fármacos	antiinflamatorios	en	el	tratamiento	en	la	depresión	
Diversos estudios evaluando el efecto de la inclusión de fármacos antiinflamatorios en las 
pautas terapéuticas convencionales de la depresión, han mostrado resultados 
prometedores (Muller y col. 2006; Tyring y col. 2006; Akhondzadeh y col. 2009; Abbasi 
y col. 2012). También los resultados de dos meta-análisis recientes han demostrado 
efectos positivos del tratamiento antiinflamatorio en el tratamiento de pacientes 
depresivos (Kohler y col. 2014; Na y col. 2014). Sin embargo, existe aún debate en la 
literatura en relación a estos y otros resultados de signo contrario, dada la heterogeneidad 
metodológica empleada en todos estos estudios (Kohler y col. 2014; Eyre y col. 2014). 
Antiinflamatorios no esteroideos, como celecoxib (inhibidor selectivo de COX-2), han 
sido empleados como tratamientos coadyuvantes de los antidepresivos convencionales. 
Los resultados de estos últimos estudios muestran que la incorporación de celecoxib 
disminuía la sintomatología depresiva frente al tratamiento antidepresivo convencional 
(Kohler y col. 2014; Na y col. 2014). Adicionalmente, existen estudios en los que se 
demuestra que el antidepresivo del grupo 
los ISRS, fluoxetina, es capaz de producir efectos antiinflamatorios (Abdel-Salam y col. 











a) Fases del tratamiento 
La duración de los episodios depresivos no tratados oscila entre 6-24 meses, solo el 5 % - 
10 % de estos episodios supera los 2 años de duración. El tratamiento farmacológico 
permite acortar la duración de los episodios, acelerando la recuperación y evitando las 
recaídas y recurrencias (Burcusa y Iacono 2007). De esta manera, el tratamiento de la 
depresión evita que ésta se cronifique. 
En la fase aguda de la enfermedad, el objetivo básico del tratamiento consiste en 
eliminar todos los síntomas de la misma. Este objetivo no se alcanza hasta que 
trasncurren varias semanas de tratamiento. En una segunda etapa, una vez que el paciente 
se recupera y no presenta sintomatología durante los 4-9 meses posteriores, se puede 
considerar la retirada paulatina de los fármacos o mantenerlos a dosis más bajas para 
evitar las recurrencias. Esta fase de mantenimiento del tratamiento puede durar desde 1 
año a toda la vida, dependiendo de la probabilidad de que se produzcan recurrencias (Fig. 
30). En caso de episodios depresivos refractarios al tratamiento, se recurre al cambio de 
fármaco antidepresivo, o a la asociación de más de un fármaco como estrategia de 
potenciación (Burcusa y Iacono 2007).  
      
                          
Figura 30: Representación de las fases del tratamiento antidepresivo.                                
Tomado de Guía de Seguimiento Farmacoterapéutico sobre Depresión, 2003. 
 
 
Aproximadamente, dos terceras partes de los pacientes que utilizan antidepresivos 
responden al tratamiento. Los primeros signos de mejoría comienzan a manifestarse  




hasta pasadas 3 a 6 semanas de iniciar el tratamiento. La recuperación completa suele 
llegar a las 6-8 semanas. La duración mínima de tratamiento debe ser de 6 meses, una vez 
alcanzada la estabilización del estado de ánimo del paciente, ya que el mayor riesgo de 
recaída se produce en los 4-6 meses posteriores al inicio del tratamiento. Un 69 % de 
recaídas son producidas por un adelanto de la interrupción del tratamiento. Los casos 
refractarios, o muy recurrentes,  requieren tratamiento antidepresivo de mantenimiento 
(García – Delgado Morente y Gastelurrutia 2003). 
b) Fármacos antidepresivos 
En la actualidad, el tratamiento farmacológico de la depresión sigue recayendo, en gran 
medida, en los fármacos que incrementan los niveles de monoaminas cerebrales por uno 
u otro mecanismo (Tabla 2). Los primeros fármacos introducidos en la terapéutica de la 
depresión fueron los inhibidores de la monoamino-oxidasa IMAO, representados por la 
iproniacida (1951) y, pocos años después, los tricíclicos (ATC), con el fármaco 
imipramina (1957) (Frazer 1997). El mecanismo de acción de los primeros IMAOs 
consistía en la inhibición irreversible de la enzima MAO-A que se encarga de la 
degradación de las monoaminas no almacenadas en vesículas. La inhibición del enzima 
conduce, por tanto, al incremento de las reservas citosólicas de dichos neurotransmisores. 
La irreversibilidad de unión del IMAO a la enzima dificultaba el control de los efectos 
adversos e interacciones de estos fármacos con otros fármacos o con alimentos ricos en 
tiramina. Por ello, los IMAO a pesar de que hoy se disponen de derivados que se unen a 
la enzima reversiblemente, no son fármacos de primera elección en el tratamiento de la 
depresión sino que se recurre a ellos en depresiones refractarias al tratamiento con otros 
antidepresivos.  
Los fármacos ATC bloquean, de forma inmediata, el transportador de 5-HT 
encargado de recuperar el neurotransmisor liberado a la hendidura sináptica por parte del 
terminal sináptico. El incremento de monoaminas en la hendidura sináptica producido por 
los ATC activa receptores específicos que conducen a elevación del AMPc y de la [Ca2+]i  
y la consiguiente activación de quinasas (PKA, CaMK II) que terminan por fosforilar al 
factor de transcripción CREB que activa la expresión de diversos genes, incluido el gen 
que codifica para el BDNF. En general, todos los ATC, además de incrementar las 
monoaminas cerebrales, bloquean distintos tipos de receptores - adrenérgicos, 
muscarínicos, histaminérgicos, produciendo efectos secundarios característicos del 




borrosa, hipotensión postural, taquicardias, arritmias, etc). Los efectos que estos fármacos 
ejercen sobre el transportador de monoaminas a nivel central se producen también a nivel 
de las neuronas simpáticas que inervan el corazón, produciéndose un incremento de la 
NA en estas sinapsis y, consecuentemente, taquicardias y arritmias. 
 Los fármacos más utilizados actualmente para tratar la depresión son los 
inhibidores selectivos de la recaptación de 5-HT (ISRS) cuyo primer representante fue la 
fluoxetina (1987). Este grupo antidepresivo, al bloquear el transportador de serotonina 
selectivamente, carecen de los efectos secundarios cardiacos producidos por los ATC, 
aunque presentan otros propios (cefaleas, insomnio, náuseas y vómitos). Sin embargo, los 
ISRS no han logrado incrementar la eficacia clínica de los antidepresivos clásicos (IMAO 
y ATC) ni tampoco adelantar la aparición de sus efectos terapéuticos (Song y col. 1993). 
Nuevos fármacos antidepresivos han ido apareciendo tras los ISRS, como los de “acción 
dual”, que inhiben la recaptación de 5-HT y NA (IRSN) o inhibidores de la recaptación 
de DA y NA (IRND), pero que, a diferencias de los ATC, no bloquean otros tipos de 
receptores. A pesar de las expectativas generadas, estos nuevos fármacos tampoco han 
logrado aumentar la eficacia ni disminuir el tiempo de latencia desde el inicio del 
tratamiento hasta la aparición del efecto terapéutico. 
  
Tabla 2: Clasificación de los fármacos antidepresivos según su mecanismo de acción. 
 
Fármaco  Principio activo
IMAO  Tranilcipromina (no selectivo) / Moclobemida (selectivo de MAO A) 
ATC  Imipramina, amitriptilina, desipramina, clomipramina, tianeptina 
ISRS  Citalopram, fluoxetina, fluvoxamina, sertralina, paroxetina 
ISRN  Reboxetina, maprotilina
                        duales
IRSN  Venlafaxina, duloxetina




IRSN = inhibidor de la recaptación de serotonina y noradrenalina. 
ASIR = antagonista de la serotonina 2 e inhibidor de la recaptación de 5-HT. 
NASSA = inhibidores noradrenérgico y serotoninérgico específico. 







El desarrollo de efectos adversos junto con el retraso en la eficacia antidepresiva y 
la existencia de un 30 % de pacientes refractarios al tratamiento (Krishnan y Nestler 
2008), han impulsado el desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas a la depresión. 
El tiempo de latencia en aparecer el efecto antidepresivo de estos fármacos se ha 
relacionado con el tiempo que tarda el fármaco en restablecer la sensibilidad de los 
receptores, la cual estaría incrementada en la depresión (Stahl 2000) (Fig. 31). 
 
                     
Figura 31: Efecto neurobiológico y clínico de los fármacos antidepresivos a largo plazo. Tomado de Guía de 




Para las depresiones refractarias al tratamiento y, así como, para la depresión con 
ideas suicidas suicidas, la terapia electroconvulsiva (TEC) se ha mostrado como un 
tratamiento eficaz y rápido en la fase aguda de la enfermedad pero de eficacia limitada en 
el tiempo. Esta terapia se basa en la aplicación de una descarga eléctrica (40 s) en la 
cabeza con el fin de revertir los desequilibrios de neurotransmisores cerebrales (García – 
Delgado Morente y Gastelurrutia 2003). Como contrapartida, la descarga también genera 
convulsiones en el paciente. La descarga se aplica al paciente 2-3 veces por semana, hasta 
un máximo de 12 semanas. El paciente está bajo anestesia general y con relajantes. 
Finalmente, cabría resaltar que la estimulación del nervio vago, la cual reduce la 
inflamación periférica en animales de experimentación (Borovikova y col. 2000a; Tracey 
2009) se ha mostrado eficaz para el tratamiento de la depresión refractaria a fármacos 



















El 7-nAChR, expresado en neuronas y células inmunes (microglía) del SNC, regula la 
liberación de distintos neurotransmisores así como la producción de citoquinas proinflamatorias, 
respectivamente. Adicionalmente, se ha identificado un nuevo gen (CHRFAM7A) que codifica 
para la subunidad nicotínica dup7. Nuestro grupo fue el primero en identificar la función del 
nuevo gen en un sistema de expresión heteróloga, como los ovocitos de Xenopus. El nuevo gen se 
comportaba como un modulador negativo de la actividad del 7-nAChR. Sin embargo, se 
desconoce si dupα7 interacciona físicamente con el 7-nAChR, así como si dicha interacción se 
puede producir en diversos tipos celulares de mamífero y, en caso positivo, cuál sería la 
consecuencia funcional de dicha interacción. 
 
En base a todo lo anterior, el OBJETIVO GENERAL de este trabajo ha sido estudiar el 
mecanismo de interacción 7/dup7 así como dilucidar el papel fisiopatológico de dicha 
interacción a nivel de la neurotransmisión. 
 
Para alcanzar el anterior objetivo general se han abordado los siguientes OBJETIVOS 
PARCIALES: 
 
1. Evaluar si dup7 interacciona físicamente con el 7-nAChR formando un receptor mixto en 
líneas celulares de mamíferos de tipo neuroendrocino (GH4C1), inmune (RAW 264.7) y 
neuronal (SH-SY5Y). 
 
2. Determinar el mecanismo por el que dup7 reduce la actividad del 7-nAChR en células 
RAW264.7. 
 
3. Preparar células SH-SY5Y con sobreexpresión estable de dup7. 
 
4. Evaluar las consecuencias funcionales de la sobreexpresión de dup7, en las anteriores 
células, a través de la medida de [Ca2+]i  y de secreción inducidos por la activación del 7-
nAChR. 
 
5. Evaluar el nivel de expresión de los ARNms de 7 y dup7  en células de sangre periférica 
de pacientes con depresión mayor para analizar la correlación de dicho nivel con la gravedad 
de la enfermedad (Escala Hamilton). 
 
6. Evaluar si fármacos antidepresivos con diferentes mecanismos de acción, pueden ejercer su 
efecto terapéutico a través de la regulación de la expresión de los ARNms de 7 y dup7, así 



























1. SOLUCIONES, REACTIVOS,  KITS COMERCIALES Y 
ANTICUERPOS EMPLEADOS. 
 
Tabla 3: Soluciones  
  Uso  Composición 
Solución LB                       
(Luria Bertani Broth)  Cultivo bacterias  10 g/L triptona; 5 g/L extracto de levadura; 5 g/L NaCl 
Solución PBS                     
(del inglés, phosphate 
buffered saline) 
Varios  En mM: 136 NaCl, 2 KCl, 8 Na2HPO4, 2 KH2PO4;    pH=7,4. 
Solución de lisis NP- 40  Lisis proteínas  
En mM: (150 NaCl, 50 Tris-HCl, 1 EDTA, 50 Na3VO4 ,     
50 NaF, 50 β-glicerolfosfato), 1 % NP-40, 1 % inhibidor 








  En mM: (25 Tris base, 190 glicina), 20 %  metanol.  
Solución de carga Inmunoblot En mM: 100 Tris-HCl, 20 % glicerol, 4 % SDS, 0,2 % azul de bromofenol, 4 %  β-mercaptoetanol   pH =6,8. 
Solución TBS 





En mM: 20 Tris-HCl,  136,8 NaCl pH= 7,5. 
Solución TTBS  Inmunoblot  En mM 20 Tris-HCl 20, 136,8 NaCl), 0,1 % Tween-20      pH= 7,5. 
Solución HBSS                  
(Hank´s balanced salt 
solution) 
Inmunocitoquímica  En mM: 137 NaCl, 5,4 KCl, 0,25 Na2HPO4, 0,44 KH2P04, 1,3 CaCl2, 1 MgSO4, 4,2 NaHCO3. 
Solución KH                 
(Krebs Hepes)  Medida de [Ca
2+]i  En mM: 144 NaCl, 5,9 KCl, 1,2 MgCl2, 10 Hepes, 11 Glucosa, 2 CaCl2;    pH= 7,4. 
Solución KH alto K+  Inducción despolarización 
En mM: 75 NaCl 75, 75 KCl, 1,2 MgCl2, 10 Hepes 10, 11 
Glucosa, 2 CaCl2 ;   pH= 7,4. 
Solución KH 




En mM: 144 NaCl, 5,9 KCl, 1,2 MgCl2, 10 Hepes , 11 
Glucosa, 2 CaCl2 , 0,2 C6H8O6 ;   pH= 7,4. 
 
Tabla 4: Medios y Reactivos para cultivos celulares. 
Reactivos Uso Casa comercial 
HAM-F10, DMEN-F12 y DMEN  Medios de cultivo Gibco, Invitrogen 
Suero fetal bovino (SFB) y suero de caballo (HS) Cultivos células Gibco, Invitrogen 
Glutamax y glutamina Cultivos células Gibco, Invitrogen 
Penicilina/estreptomicina  Cultivos células Gibco, Invitrogen 
Gentamicina Cultivos células Sigma 
Ampicilina y Kanamicina Cultivo bacterias Sigma 







Tbla 5: Reactivos de Inmunofluorescencia y Citometría. 
Reactivos Uso Casa comercial 
Wheat Germ Agglutinin Alexa Fluor 647 
conjugate (WGA) Inmunofluorescencia Molecular Probes 
DAPI Inmunofluorescencia Molecular Probes 
Prolong Gold Antifade Reagent Inmunofluorescencia Molecular Probes 
Poli-L-lisina Inmunofluorescencia Sigma 
Citifluor AF-2 Antifadent Mountant Solutions Inmunofluorescencia VWR 
-Bgtx-Alexa488 conjugada Citometría Molecular Probes 
 
 
Tabla 6: Reactivos y Kits de transfección. 
 Uso Casa comercial 
Lipofectamina 2000 Transfección Invitrogen 
OPTIMEN Transfección Invitrogen 
Trans IT-TKO Transfección Mirus Bio 
Cell Line Nucleofector Kit-V Nucleofección Amaxa Biosystems (Lonza) 
 
 
Tabla 7: Reactivos y Kits de Extracción de ADN de plásmido, ARN, RT, qPCR e Inmunoblot 
 Uso Casa comercial 
Plasmid Midi Kit Extracción ADN plásmido de E.coli Qiagen 
Rneasy Mini Kit Extracción ARN total Qiagen 
QIAamp RNA Blood Mini Kit Extracción ARN total Qiagen 
Taqman Reverse transcription reagent Transcripción reversa Applied Biosystems 
iTaq Fast SYBR Green Supermix with ROX PCR en tiempo real Bio-Rad 
BCA Protein Assay Kit Cuantificación proteínas Thermo Scientific (Pierce) 
ECL Plus Inmunoblot Ge Healthcare 
Marcador de peso molecular de proteínas Inmunoblot Thermo Scientific 
Inhibidor de proteasas Inmunoblot Sigma 
Membranas PVDF Inmunoblot Millipore Corporation 
Películas Curix RP2 PLUS Inmunoblot Agfa Healthcare NV 
   
 
  Tabla 8: Sondas fluorescentes y otros reactivos para medir [Ca2+]i y secreción. 
 Uso Casa comercial 
Fluo 4-AM [Ca2+] i en poblaciones Molecular Probes 
Fura 2-AM [Ca2+] i en célula única Molecular Probes 
FM1-43 Exocitosis en célula única Molecular Probes 
Ácido plurónico [Ca
2+] i en poblaciones /célula 








Tabla 9: Anticuerpos. 
Anticuerpo Uso Dilución Especie  Casa comercial 
                                                         ANTICUERPOS PRIMARIOS 





1: 200 Ratón Roche 
anti-7 / dup7 (sc-5544) Inmunoblot 1: 500 Conejo Santa Cruz 
anti-Cherry  Inmunoblot 1: 2000 Ratón Abcam 
mab306  (anti-7) Inmunofluorescencia 1: 3000 Ratón Sigma 
anti-GFP Inmunoblot 1: 1000 Ratón Roche 
                                                        ANTICUERPOS SECUNDARIOS 
anti-ratón IgG (HRP) Inmunoblot 1: 5000 Cabra Santa Cruz 
anti-conejo IgG (HRP) Inmunoblot 1: 4000 Cabra BioRad 
anti-cabra IgG (HRP) Inmunoblot 1: 5000 Cabra Santa Cruz 
anti-ratón IgG (Alexa 488) Inmunofluorescencia 1: 400 Cabra Molecular Probes 
anti-ratón IgG (Alexa 546) Citometría 1: 600 Cabra Molecular Probes 
 
 
Tabla 10: Fármacos 
 Uso Casa comercial 
PNU 282987 Agonista selectivo 7-nAChR Abcam 
PNU 120596 MAP del 7-nAChR Tocris 
Imipramina ATC Abcam 
Tranilcipromina IMAO Tocris 
Fluoxetina ISRS Tocris 
Reboxetina ISRN Tocris 
IL-1β, IL-6, IL-10, TNF Citoquinas e Interferones Peprotech 
   
 
Tabla 11: Otros Reactivos 
Reactivos Uso Casa comercial 
Dopamina  Incubación celular Sigma 
Dopamine High Sensitive ELISA Cuantificación de liberación DA DLD Diagnostika GMBH 
Cell Proliferation Kit I (MTT) Viabilidad celular Roche 











2. CULTIVOS CELULARES. 
 
	2.1	Línea	celular	GH4C1	de	pituitaria	de	rata.		
Las células GH4C1 conforman una línea celular de carácter neuroendocrino procedente 
de un tumor de pituitaria de rata. Estas células carecen de la expresión endógena del 7-
nAChR por lo que constituyen un buen modelo para analizar la expresión heteróloga de 
este receptor al disponer endógenamente de la chaperona RIC-3. Esta chaperona, tal 
como se describió en la sección de Introducción, es esencial para el correcto plegamiento 
y ensamblaje de subunidades α7 a la hora de conformar la estructura pentamérica del 
nAChR (Lansdell y col. 2005; Williams y col. 2005; Treinin 2008; Dau y col. 2013).  
Las células obtenidas de ATCC (American Type Culture Collection; Manassas, 
VA, USA), fueron cultivadas en medio HAM-F10 conteniendo 15 % HS y 2,5 % SFB 
(ambos inactivados) junto con penicilina/estreptomicina. Las células fueron mantenidas 
en incubador a 37 ºC, en una atmósfera de 5 % de CO2 y 95 % de O2, de acuerdo a las 
instrucciones de ATCC. Tras su descongelación, las células se mantuvieron en frascos de 
cultivo (T75) y, tras varios pases, se sembraron en placas de 24 pocillos sobre 
cubreobjetos con poli-L-lisina para facilitar su adhesión. 
 
2.2	Línea	celular	RAW	264.7	de	macrófagos	murinos.		
Los macrófagos murinos peritoneales RAW 264.7 constituyen un modelo ideal para 
estudiar la inflamación, a la vez que constituyen un buen modelo célula colinérgica, de 
tipo no neuronal, al expresar endógenamente el α7-nAChR, la colinacetiltransferasa 
(ChAT) y la acetlcolinesterasa (AChE) (Klapproth y col. 1997; Sharma y Vijayaraghavan 
2002).  
Estas células, obtenidas de ATCC, fueron cultivadas en medio DMEM, 
suplementado con 10 % SFB inactivado, Glutamax 1X y penicilina/estreptomicina, 
siendo mantenidas en incubador a 37 ºC en una atmósfera de 5 % de CO2 y 95 % de O2.  
 
2.3	Línea	celular	SH‐SY5Y	de	neuroblastoma	humano.	
Se trata de una línea celular de neuroblastos que ha sido ampliamente utilizada en 
estudios de neurobiología (Kovalevich y Langford 2013). Estas células, tanto en estado 
no diferenciado como diferenciado a neuronas, expresan marcadores de la ruta 




de la recaptación de la amina extracelular. Adicionalmente, estas células también 
expresan receptores de DA (D2R y D3R) (Kovalevich y Langford 2013; Arun y col. 
2008), así como receptores muscarínicos y nicotínicos. Entre las subunidades nicotínicas 
expresadas por las células SH-SY5Y se encuentran las 3, 5, 7, 9, β2 y β4, 
careciendo de subunidades 4  (Gould y col. 1992; Lukas y col. 1993; Peng y col. 1994; 
Valor y col. 2003). 
Las células se cultivaron en medio DMEM-F12 suplementado con un 10 % SFB 
inactivado, Glutamax 1X y penicilina/estreptomicina, en un incubador humidificado a 
una temperatura constante de 37 ºC, en una atmósfera de 5 % de CO2 y 95 % de O2 
	
2.4	Línea	celular	C13NJ	de	microglía	humana.	
Las células C13NJ poseen las propiedades de adherencia, fagocíticas y actividad esterasa 
intracitoplasmática propias de los cultivos primarios de microglía (Janabi y col. 1995; 
Martin y col. 2003). Esta línea celular no expresan el complejo antigénico de 
histocompatibilidad mayor (MHCII) pero su expresión, junto la de IL-6, puede ser 
inducida por la estimulación del IFN (Peudenier y col. 1991).  
Las células fueron mantenidas en medio DMEN suplementado con 10 % SFB, 2 
mM L- glutamina y 50 g/ml de gentamicina en un incubador humidificado a una 









Figura 32: Imágenes de las líneas 
celulares utilizadas en este estudio. Las 
imágenes, realizadas en campo claro, 










3. EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DEL ADN DEL PLÁSMIDO. 
 
Las diferentes construcciones utilizadas en este trabajo, así como su amplificación en 
bacterias Escherichi. coli, se realizó mediante técnicas de biología molecular bien 
establecidas en nuestro laboratorio. Con objeto de purificar el plásmido correspondiente a 
las construcciones con el que transfectar células eucariotas, se procedió al crecimiento de 
las bacterias conteniendo el plásmido en 250 ml de medio LB (Tabla 3) con el antibiótico 
de selección correspondiente: ampicilina [50 mg/ml] para las bacterias portadoras de los 
plásmidos dup7.pcDNA3.1/myc-his o de su vector vacío (pcDNA3.1/myc-his), y 
kanamicina [50 mg/ml] para las bacterias con las construcciones conteniendo los vectores 
pEGFP y pmCherry-N1. El crecimiento bacteriano se desarrolló a lo largo de toda la 
noche en incubador a 37 oC. La extracción  y purificación del ADN del plásmido se 
realizó con el kit comercial Plasmid Midi Kit siguiendo las instrucciones del fabricante. 
La concentración del plásmido obtenido fue determinada en un equipo NanoDrop® ND-
1000 (Thermo Scientific). 
 
4. PROCEDIMIENTOS DE TRANSFECCIÓN 
  
4.1	Transfección	con	lipofectamina	
El proceso de transfección con lipofectamina 2000 se basa en la formación de complejos 
entre lípidos catiónicos y ácidos nucleicos, lo cual permite a estos últimos atravesar la 
membrana plasmática y acceder al citosol de la célula. La lipofectamina es ampliamente 
utilizada en los procedimientos de transfección celular debido al alto rendimiento de las 
moléculas transfectadas y a la baja toxicidad del reactivo (Yongliang Chu 2009).  
En el presente estudio se utilizó este método para transfectar las líneas celulares 
GH4C1 y SH-SY5Y, de acuerdo a las instrucciones recomendadas por el fabricante. 
Brevemente, las células fueron sembradas 24 horas antes de la transfección a la densidad 
adecuada, con objeto de conseguir que alcanzaran una confluencia del 70 - 80 % el día 
del experimento. En el caso de las células GH4C1, éstas fueron sembradas (200.000 




placas de 24 pocillos (P-24).  Por su parte, las células SH-SY5Y fueron sembradas en 
placas P-60, a una densidad de 800.000 células/placa. Para realizar la transfección, 
previamente se preparó una solución que contenía lipofectamina en medio Optimen y, por 
otro lado, el plásmido a transfectar disuelto en el mismo medio. Ambas soluciones se 
dejaron reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente y, posteriormente, se 
mezclaron e incubaron durante 20 minutos. La mezcla obtenida se añadió, “gota a gota”, 
sobre las células dejándose en contacto con las mismas durante 5 horas a 37 ºC. 
Transcurrido ese periodo, se sustituyó el medio completo por otro fresco, y las células 
fueron mantenidas en incubador durante 48 horas antes de iniciar los experimentos. 
 
4.2	Nucleofección	
La nucleofección, implantada en 1998, se ha convertido en el método de transfección no 
viral más efectivo para cultivos primarios y líneas celulares consideradas difícilmente 
transfectables (Aluigi y col. 2006). La base de la técnica consiste en la creación de poros 
en la membrana celular de carácter transitorio. Los poros son creados por la aplicación de 
pulsos eléctricos generados por un nucleofector, así como por la utilización de productos 
específicos, según el tipo celular, que favorecen el paso del ácido nucleico hasta el núcleo 
celular (Maasho y col. 2004).  
En nuestro estudio, hemos procedido a la nucleofección de células RAW 264.7 y 
SH-SY5Y utilizando un kit comercial de Lonza específico para estas líneas celulares. La 
electroporación se llevó a cabo en el Nucleofector de Lonza con el programa D-032 para 
las células RAW 264.7 y el programa A-023 para las células SH-SY5Y. Previamente a la 
aplicación del pulso eléctrico, el procedimiento se inició con  la resuspensión de 2 x 106 
células/reacción en 100 µl del reactivo del kit, añadiendo a la anterior suspensión celular 
las diferentes construcciones utilizadas en este estudio. Finalizado el proceso, las células 
fueron resuspendidas en medio fresco y sembradas en placas P-100 no adherentes, 
manteniéndolas en cultivo hasta el momento de realizar el experimento.  
 
4.3	Silenciamiento	génico	con	siRNA	
La interferencia post-transcripcional del ARNm es una herramienta muy utilizada 
actualmente en investigación biológica para estudiar el efecto del bloqueo de la expresión 
de un determinado gen. El ARN de interferencia (siRNA, del inglés small interfering 





20 nucleótidos) de doble cadena. La rotura es producida por la acción de una 
endorribonucleasa endógena incluida en el complejo denominado RISC (RNA-induced 
silencing complex) (Hamilton y Baulcombe 1999). La monocadena generada es 
complementaria al ARNm del gen diana, de forma que, tras su unión a él, induce la unión 
de una proteína de la familia Argonauta del complejo RISC-siRNA que degrada 
específicamente dicho ARNm (Song y col. 2004). 
Para el silenciamiento de dup7 en células SH-SY5Y se utilizaron 3 parejas de 
siRNA. Dos de ellas, fueron diseñadas por el Dr. Arturo Chavez Reyes del Centro de 
Investigación y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (México), 
fueron sintetizadas por la casa comercial Ambion (Tabla 12). La tercera pareja fue 
obtenida de la casa Qiagen junto a un siRNA control (no complementario a ninguna 
secuencia de ARNm concreta). La transfección de los siRNAs se realizó con el reactivo 
TransIT-TKO siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Brevemente, el proceso 
consistió en los siguientes pasos: 1) Siembra de las células (625.000 células por pocillo) 
en placas P6 en medio sin antibiótico 24 horas antes de iniciar el procedimiento; 2) 
Preparación de la solución de transfección (250 µl de medio de cultivo, 10 µl del reactivo 
y 5 µl del siRNA [20 µM]) el día del experimento; 3) Adición de la anterior solución a 
las células resuspendidas en medio de cultivo suficiente para obtener una concentración 
final de siRNA de 50 nM. Los experimentos fueron realizados 48 horas después de la 
transfección.  
 
     Tabla 12: Pareja de siRNAs utilizados para el silenciamiento génico. 
Nombre  Sentido  Antisentido 
siRNA-1  5`-CAACAUUAAGAUUACAAGUTT-3` 5`-ACUUGUAAUCUUAAUGUUGCG-3` 
siRNA-2  5`-CGGUGGAGUCGGUUAUAAATT-3` 5`-UUUAUAACCGACUCCACCGAC-3` 











5.  ANÁLISIS     DE     COLOCALIZACIÓN    DE     SUBUNIDADES    
    NICOTÍNICAS CON LA MEMBRANA CITOSÓLICA POR 
MICROSCOPÍA CONFOCAL. 
 
Este análisis se realizó en células transfectadas con las construcciones conteniendo los 
ADNc de 7 y dup7 fusionadas a proteínas fluorescentes, 7-pmCherry-N1-GFP y 
dup7-pEGFP. La membrana celular fue marcada in vivo, 48 horas después de la 
transfección, con el marcador WGA (lectina con capacidad de unión a las glicoproteínas 
de la membrana) conjugado con el fluoróforo Alexa Fluor 647. Las células fueron 
incubadas 10 minutos a 37 ºC con la solución HBSS conteniendo el WGA a la 
concentración de 5 µg/ml. A continuación, se fijaron las células con PFA al 4 % durante 
8 minutos a temperatura ambiente y, finalmente, tras varios lavados con PBS, se 
montaron los cubreobjetos con el medio Prolong Gold Antifade Reagent. 
Las imágenes de las células fueron captadas con el microscopio confocal Leica 
TCS SP5 utilizando el programa LAS AF- Process Tool “Colocalization”. Este 
microscopio fue el utilizado para todos los experimentos que requirieron microscopía 
confocal a lo largo de esta tesis. El microscopio pertenece a los Servicios Centrales de 
Microscopía Óptica y Confocal de la Universidad Autónoma de Madrid. Para el estudio 
cuantitativo de la colocalización se recurrió a la herramienta JACoP (Just Another 
Colocalization Plugin) del programa Image J que permite, a través de los coeficientes de 
Pearson y Manders, establecer la correlación entre los 2 marcadores del ensayo (Bolte y 
Cordelieres 2006). 
 
6. TÉCNICA DE TRANSFERENCIA DE ENERGÍA DE 
RESONANCIA DE FÖSTER ENTRE FLUOROCROMOS (FRET). 
 
La posible interacción física entre dos subunidades del nAChR no puede llegar a 
establecerse con rotundidad mediante ensayos de colocalización; por ello, procedimos a 
realizar experimentos de FRET que sí permiten corroborar dicha interacción. Esta última 
técnica se basa en la transferencia de energía entre dos fluorocromos (donador y aceptor), 
utilizados para marcar las proteínas de interés donde el donador excitado transfiere parte 





anterior reacción se produzca se requieren dos condiciones indispensables: 1) las dos 
proteínas marcadas deben encontrarse muy próximas, entre 10 y 100 Ǻ (Hevekerl y col. 
2011; Pollok y Heim 1999; Heyduk 2002); y 2) los espectros de emisión del donador y de 
excitación del aceptor deben solaparse (Fig.  33). 
 
                           
 
Figura 33: Espectros de emisión y excitación de GFP y mCherry. Se muestran los espectros de excitación 
(línea continua verde) y de emisión (línea discontinua verde) de GFP junto con los espectros de excitación 
(línea continua roja) y de emisión (línea discontinua roja) de mCherry. La zona coloreada en amarillo muestra 
el solapamiento entre los espectros de emisión de GFP y excitación de mCherry, lo cual permite la 
transferencia de energía entre ambos fluorocromos. 
 
 
En base al fundamento anterior, si las dos proteínas están interaccionando 
físicamente, se establece que la aplicación de pulsos intensos de luz, que destruyen al 
aceptor por fotoblanqueo, producirá un incremento en la fluorescencia emitida por el 
donador al no tener un aceptor al que transferir su energía. 
En la presente tesis se utilizó la técnica de FRET en las células GH4C1, RAW 
264.7 y SH-SY5Y transfectadas con las parejas de construcciones 7-pEGFP:dup7-
pmCherry-N1 o 7pmCherry-N1-GFP:dup7-pEGFP, en distintas proporciones. Para 
realizar el ensayo de FRET y su posterior visualización por microscopía confocal, las 
células fueron previamente fijadas con PFA 4 % durante 10 minutos, lavadas con PBS, y 
los cubreobjetos montados con el medio Citifluor AF-2. Las imágenes confocales fueron 
captadas, antes y después del fotoblanqueo del aceptor, en regiones de interés 
seleccionadas (ROI), en las que se determinó la intensidad de la fluorescencia. El 




potencia del 75 % (GH4C1 y SH-SY5Y) o del 90 % (RAW 264.7). Por su parte, la 
fluorescencia de 7-GFP o dup7-GFP se excitó con el láser de 488 nm. La eficiencia de 
FRET se calculó con la siguiente fórmula:  
 
                       FRETef  = 1- (Dpre / Dpost) 
 
Donde Dpre y Dpost representan la fluorescencia de excitación del donador, antes y después 
del fotoblanqueo, respectivamente. Para estas determinaciones se usó el programa de 
análisis LAS AF-Wizard FRET Acceptor Bleaching. 
 
7. TÉCNICA DE CITOMETRÍA PARA ANALIZAR EL NIVEL DE 
EXPRESIÓN DE 7-nAChRs FUNCIONALES EN LA 
MEMBRANA CELULAR. 
 
Células RAW 264.7, nucleofectadas con distintas construcciones de dup7 (dup7-myc 
o  dup7-Cherry) fueron despegadas de la placa 48 horas después de la transfección. Tras 
centrifugar a 1000 rpm durante 5 min, las células transfectadas con dupα7-myc fueron 
resuspendidas e incubadas durante 40 min a 4 ºC en el medio de cultivo conteniendo el 
anticuerpo primario anti-myc (1:200). Transcurrido este periodo, las células fueron 
incubadas con el antagonista selectivo del 7-nAChR, -bungarotoxina (Bgtx), 
conjugado con el fluoróforo Alexa 488 a [1 µM]. La incubación con  -Bgtx se realizó, 
tanto en las células transfectadas con dup7-myc como en  aquellas transfectadas con 
dup7-Cherry. La expresión de dupα7-myc en membrana fue evaluada con el anticuerpo 
secundario unido a un fluoróforo Alexa 546 (1: 600). La expresión de dupα7-Cherry en 
membrana se monitorizó a 690 nm. Para desechar las células muertas en el análisis de 
citometría posterior, se procedió al marcaje de los núcleos celulares con DAPI. 
Finalmente, las células fueron resuspendidas en un volumen de 300 µl de PBS, 
procediéndose al análisis en el citómetro BD FACS Canto II equipado con el software 
BD FACS Diva versión 6.1.2. Los datos obtenidos se evaluaron con el programa FLOW 





8. PREPARACIÓN DE LÍNEAS CELULARES CON  EXPRESIÓN 
ESTABLE DE dup7-myc. 
 
8.1	Transfección	y	selección	de	clones	positivos.	
Las células SH-SY5Y fueron transfectadas o nucleofectadas con las construcciones 
dup7.pcDNA3.1/myc-his o pcDNA3.1/myc-his (vector vacío) de acuerdo a los 
protocolos descritos previamente. El plásmido pcDNA 3.1/myc-his contiene un gen de 
resistencia al antibiótico G418, lo cual nos permite utilizar este antibiótico para 
seleccionar las células que han incorporado dicho plásmido y, por tanto, los clones con 
expresión estable de dup7-myc (Southern y Berg 1982). 
El procedimiento de selección de los clones de interés se describe brevemente a 
continuación. Las células transfectadas son resembradas a baja confluencia en placas P-
100. Tras la adición del antibiótico G418 (800 µg/ml), se aislaron células individuales 
que crecían en dicho medio; alrededor de cada célula aislada se permitió crecer células 
idénticas genéticamente a ella (clon). Como control negativo, se utilizaron células sin 
transfectar expuestas a la misma concentración de antibiótico, lo cual nos permitía 
determinar el tiempo mínimo de incubación con el antibiótico requerido para seleccionar 
las células que expresaban la construcción. Se necesitó un tiempo aproximado de 2-3 
semanas de exposición a G418 para que los clones alcanzaran el tamaño adecuado. 
Transcurrido dicho periodo, se procedió a la toma de las células del clon utilizando 
cilindros de clonación (Sigma-Aldrich, Alemania) (Fig. 34). Cada clon se depositó en un 
pocillo independiente (placa multipocillos P-24) conteniendo 1 ml de medio completo 
más el antibiótico de selección. Cuando las células de cada clon alcanzaron la 
confluencia, se transfirieron a una placa P-60 y se dejaron crecer antes de proceder a 
evaluar si la sobreexpresión de dup7-myc se habría producido. Este último análisis se 




              
Figura 34: Selección de clones con sobreexpresión de dup7-myc. A) Fotografía de un clon de células SH-SY5Y 
con la misma carga genética. B) Proceso de tripsinización de los diferentes clones aislados mediante cilindros de 
clonación. 
 
Una vez los clones fueron aislados y seleccionados, se mantuvo el G418 en el 
medio para evitar el crecimiento de células sin plásmido en los pases sucesivos, aunque a 
una concentración inferior a la inicial (250 µg/ml).  
La expresión de dup7-myc en los clones seleccionados fue evaluada en distintos 
momentos a lo largo del desarrollo de esta tesis con objeto de comprobar que los niveles 
de expresión de la subunidad sobreexpresada no se modificaban con los sucesivos pases 
celulares. Se utilizaron dos procedimientos para evaluar la expresión de dup7-myc: 
inmunohistoquímica y PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR). El primero de estos 




El protocolo seguido fue similar al descrito previamente por nuestro grupo (Solis-Garrido 
y col. 2004; Serantes y col. 2006), con algunas modificaciones.  
A partir de los clones aislados y crecidos en pocillos P-24, se tomaron alrededor 
de 80.000 células para sembrar en cubreobjetos tratados con poli-L-lisina. Tras 48 horas, 
las células fueron fijadas 3 min con metanol y, a continuación, sometidas a una batería de 
alcoholes de graduación descendente (100o, 90o, 70o) y H2O. Las células fueron 
permeabilizadas con 0,2 % Tritón X-100 durante 10 min a temperatura ambiente y 
agitación suave. Tras un exhaustivo lavado, las células fueron incubadas 2 h con el 
anticuerpo primario anti-myc (1:200), seguido de la incubación con el anticuerpo 
secundario conjugado con el fluoróforo Alexa-Fluor-488 (1: 400; 1h). Tras varios 





durante 20 min a temperatura ambiente. Finalmente, los cubreobjetos fueron montados 
sobre portaobjetos con el medio Prolong Gold Antifade Reagent y a la visualización de 
las células con el microscopio confocal. Como control negativo, se realizó el mismo 
procedimiento descrito anteriormente en células no transfectadas. 
 
9. TRANSCRIPCIÓN REVERSA Y PCR CUANTITATIVA A 
TIEMPO REAL (RT-qPCR). 
 
Esta técnica permite determinar el nivel de expresión de distintos genes de interés con 
gran exactitud y reproducibilidad. A lo largo de esta tesis, esta técnica ha sido utilizada 
para cuantificar los niveles de expresión de los mensajeros correspondientes a distintas 
subunidades del nAChR en varias líneas celulares (SH-SY5Y y C13NJ); así como en 
células de sangre periférica de pacientes con depresión mayor. También se ha utilizado 




Tanto la extracción de ARN total (ARNt) de cultivos celulares como de células 
sanguíneas de pacientes se realizó de acuerdo al procedimiento descrito previamente por 
nuestro grupo (de Lucas-Cerrillo y col. 2011; Maldifassi y col. 2014; Cedillo y col. 
2015). Brevemente, la extracción del ARNt de cultivos celulares de SH-SY5Y se realizó 
con el kit comercial RNeasy Mini Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
extracción de ARNt de células sanguíneas de pacientes depresivos se realizó en la 
muestra de sangre, recogida el mismo día, utilizando el kit QIAamp RNA Blood Mini 
Kit. El ARNt extraído se cuantificó por espectrofotometría, evaluándose la calidad del 
mismoa través de su valor de absorbancia A 260/280, el cual debe estar dentro del rango 1,8 
- 2. El ARNt se alicuotó y almacenó a - 80 ºC hasta su uso. 
      Para la RT se utilizó el kit Taqman Reverse Transcription Reagents partiendo 
de 500 ng de ARNt (líneas celulares) o 300 ng (de pacientes). Cada reacción contenía 
Taqman RT Buffer (1X), 5,5 mM MgCl2, 500 µM dNTPs, 2,5 µM cebadores aleatorios 
(random primers), 2,5 µM oligo dT, 0,4 U/µl inhibidor de ARNasa y 1,25 U/µl enzima 




libre de ARNasas. El programa de RT llevado a cabo en el termociclador PTC-100 (MJ 
Research, Inc) consistió en 10 min a 25 oC (incubación), 30 min a 48 oC 
(retrotranscripción) y 5 min a 95 oC (inactivación de la reacción). El ADNc obtenido se 
alicuotó y almacenó a -20 oC hasta su uso. 
 
9.2	PCR	cuantitativa	(qPCR)	
Para esta determinación se usó el método de SYBR Green, el cual se basa en la 
interacción del fluoróforo con el ADN de doble hebra. Este método permite cuantificar, a 
tiempo real, la amplificación de la secuencia de ADN flanqueado por los cebadores 
(Wittwer y col. 2013). 
 Cada reacción llevada a cabo en pocillos correspondientes a placas de 96, se 
realizó por triplicado. Para cada reacción se utilizó un volumen final de 11 µl 
conteniendo 5 µl SYBR Green (iTaq Fast SYBR Green Supermix), 5 µl ADNc (36 ng 
para las líneas celulares o 21 ng para pacientes) y 0,5 µl de cebadores (a la concentración 
más eficiente determinada previamente). Las condiciones de amplificación consistieron 
en: 30 s a 95 ºC, 40 ciclos de 5 s a 95 ºC y 30 s a 60 ºC. Para la amplificación  se utilizó 
el equipo ABI Prism 7500 con el software SDS 2.0.6. (Sequence Detection System, 
Aplied Biosystems). La temperatura de desnaturalización (“Curva de Melting”) sirvió 
para asegurar que, en las condiciones utilizadas, solo se amplificaba el producto deseado. 
La expresión de los genes estudiados se cuantificó por el método de 2-Ct, utilizando 
genes de referencia para normalizar la expresión de los genes evaluados. Como genes de 
referencia se utilizaron el β2-microglobulina (β2M), ubiquitina C (UBC) y el gen de la 
anemia diseritropoyética congénita (CDAN1) (Vandesompele y col. 2002; Chari y col. 
2010). Por su parte, los cebadores utilizados para amplificar los distintos genes, así como 













Tabla 13: Oligonucleótidos usados en la amplificación de los genes señalados. 
Gen Secuencia (5´-3´) Tamaño (pb)  Referencia 
CHRNA7 
GCTGCAAATGTCTTGGACAGAT 
AACAGTCTTACCCCTGGATAT 70 Cedillo y col. 2014 
CHRFAM7A 
CAATTGCTAATCCAGCATTTGTGG 
CCCAGAAGAATTCACCAACACG 102 Bordás y col. 2017 
CHRNA3 
CAGAGTCCAAAGGCTGCAAG 
AGAGAGGGACAGCACAGCAT 149 Lips y col. 2005 
CHRNA5 
CTTCACACGCTTCCCAAACT 
CTTCAACAACCTCACGGACA 187 Lips y col. 2005 
CHRNA9 
 AAAGATGAACTGGTCCCATTCCT 
AAGGTCATTAAACAACTTCTGAGCATAT 118 Lam y col. 2007 
CHRB2 
CTGGATCCTTCCCGCTACAAC 
TGGGTCAGCCAGACATTGGT 146 Lam y col. 2007 
CHRNB4 
TCACAGCTCATCTCCATCAAGCT 
CCTGTTTCAGCCAGACATTGGT 100 Lam y col. 2007 
B2M 
TGCCTGCCGTGTGAACCATGT 
TGCGGCATCTTCAAACCTCCTCCATGA 97 Chari y col. 2010 
UBC 
GTTCCGTCGCAGCCGGGATT 






                       
10. DETECCIÓN DE LA EXPRESIÓN PROTEICA CELULAR  POR 
INMUNOBLOT 
 
El análisis de la expresión proteica en las células se realizó mediante la técnica de 
inmunoblot, tal como ha sido descrito previamente (Maldifassi y col. 2014) Las células, 
mantenidas en cultivo durante 48 horas, fueron lisadas con la solución de lisis recogida en 
la tabla 4. El lisado fue recogido en tubos eppendorf que se sometieron a una agitación en 
rotor orbital vertical (2 horas) y posteriormente a una centrifugación (13.000 rpm, 30 
min). Los extractos proteicos sobrenadantes fueron alicuotados y guardados a -80 oC 
hasta su uso. La determinación de la concentración de proteínas en los anteriores 
extractos fue realizada por el método colorimétrico del ácido bicinconínico, basado en la 
reacción de Biuret, siguiendo las instrucciones del kit BCA Protein Assay. La 




onda de 562 nm en placas de 96 pocillos. Las proteínas fueron cargadas en geles de 
poliacrilamida 7 % en condiciones reductoras y desnaturalizantes (SDS-PAGE) y 
sometidas a electroforesis. Previamente a ser cargadas en el gel, las proteínas fueron 
desnaturalizadas a 95 oC (4 min). Las proteínas, separadas por su peso molecular, fueron 
transferidas a membranas de PVDF. Las membranas fueron incubadas 2h previamente 
con solución de bloqueo de TTBS con 5 % de leche descremada y 5 % de BSA, para 
evitar uniones inespecíficas de los anticuerpos. Los anticuerpos primarios, diluidos en la 
anterior solución de bloqueo, fueron incubados a las diluciones recogidas en la tabla 10. 
Posteriormente, se procedió a la incubación de la membrana con los correspondientes 
anticuerpos secundarios conjugados con la enzima HRP. La proteína marcada fue 
identificada con el sustrato ECL Plus, mediante películas radiográficas. La cuantificación 
de las bandas obtenidas se realizó con el programa Image J (NIH, EEUU), utilizando la 
proteína β-actina como control de carga proteica. 
 
11. SEÑALES DE Ca2+ INTRACELULARES POR SONDAS 
FLUORESCENTES  
 
Fluo 4 y Fura 2 constituyen dos indicadores muy utilizados para medir, por fluorescencia, 
la concentración intracelular de Ca2+ [Ca2+]i en muchos tipos celulares. Los derivados 
acetoximetiléster de ambas sondas (Fluo 4-AM y Fura 2-AM) son permeables a la 
membrana, por lo que pueden cruzar la misma para una, vez en el interior celular, ser 
degradados por las esterasas endógenas que separa al éster de la sonda (Simpson 1999).  
 
11.1	Poblaciones	celulares	
Las células fueron sembradas en placas negras de 96 pocillos a la densidad de 50.000 
células/pocillo. A las 48 horas de la siembra, las células fueron cargadas, durante 45 min 
a 37 ºC en oscuridad, con 4 µM  de Fluo 4-AM y 0,02 % de ácido plurónico F-127. Este 
último es un agente tensoactivo no iónico que favorece la carga de la sonda en la célula. 
Tras eliminar la sonda mediante varios lavados, las células fueron estimuladas de diversa 
formas para inducir el incremento de [Ca2+]i. Las placas fueron medidas en un lector de 





excitación/emisión de 485/520nm. Este equipo permite inyectar un determinado estímulo 
y hacer un curso temporal posterior de las variaciones de fluorescencia (Fig. 35). 
 
         
Figura 35: Desarrollo experimental seguido para la medida de fluorescencia en poblaciones celulares 
cargadas con Fluo 4 -AM. Durante los primeros 5 s se realizó la lectura de la fluorescencia a intervalos de 1s. La 
aplicación del estímulo (flecha roja), a los 5-6s, vino seguida de una agitación suave de la placa. Tras el estímulo, 
se procedió a realizar sucesivas determinaciones durante 30 s a intervalos de 0,5 s.  
 
 
Finalizado el experimento, se añadió a cada pocillo 50 µl de una solución de tritón 
X-100 al 10 % para la obtención de la fluorescencia máxima (Fmáx) en cada pocillo y 
después 50 l de MnCl2 para la obtención de la fluorescencia mínima (Fmin). Con los 
datos obtenidos se aplicó la siguiente fórmula:  
                            
                                      (Fp - F0) / (Fmax - Fmin) x 100 
 
Siendo Fp el pico de fluorescencia registrada en el equipo en respuesta al estímulo, y Fo 
el punto menor de fluorescencia obtenido a lo largo de la medida. Cada valor 
experimental se determinó por triplicado. Con los valores obtenidos se construyeron 




La sonda Fura 2-AM es una sonda radiométrica derivada del quelante de Ca2+ BAPTA 
que fue desarrollada por Roger Y. Tsien (Tsien y col. 1985).  Su pico máximo de 
absorción (excitación) oscila entre 340 nm, cuando se encuentra unida a Ca2+, y 380 nm 
cuando se encuentra en su forma libre. Así, el ratio de emisión de la sonda, determinado 
tras excitar a esas longitudes de onda (FRatio = 360/380 nm), está directamente 




Las células fueron sembradas en cubreobjetos depositados en placas multipocillos 
P-24 a la densidad de 15.000 células/pocillo. Tras 48 horas de reposo, las células se 
incubaron con 4 µM de Fura 2-AM y 0,02 % de ácido plurónico durante 45 min a 37 oC.  
Tras el lavado de los cubres, éstos se montaron en una cámara conectada a un sistema de 
perfusión anexo a un microscopio invertido Axiovert 200 provisto de filtros adecuados 
para excitar la sonda y aislar su emisión (XF04-2; Omega Optical). Las células fueron 
excitadas, alternativamente, con las longitudes de onda 360 y 380 nm durante 500 ms, y 
la señal emitida se adquirió a 510-520 nm, a la frecuencia de 0,5 Hz. La señal generada 
(FRatio) representa la [Ca2+]i a tiempo real. Los datos de fluorescencia fueron adquiridos 
con el programa HCImage (Hamamatsu Photonics) y los análisis estadísticos se 
realizaron con el programa GraphPad Prism 5. Los datos se normalizaron respecto a su 
fluorescencia basal (F0), calculando la amplitud de la señal como la diferencia entre la 
fluorescencia basal y la del pico de máxima respuesta (FRatio pico). El tiempo al pico (s) 
corresponde con la diferencia de tiempo entre la aplicación del estímulo y la obtención 
del pico máximo de fluorescencia. La de caída (s) fue calculada como el tiempo 
transcurrido desde  el pico máximo de fluorescencia hasta que se da por normalizada la 
fluorescencia. Todos los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente (22-25 
ºC).  
 
12.DETERMINACIÓN DE LA SECRECIÓN DE 
NEUROTRANSMISORES EN CÉLULA ÚNICA CON LA SONDA 
FM1-43. 
En la década de 1990, William J. Betz desarrolló un método de marcaje de vesículas 
sinápticas que permitía visualizar, por microscopía óptica, los procesos de exocitosis y 
los procesos de endocitosis fruto de la interacción de dichas vesículas con la membrana 
plasmática. El método recurre a la utilización de una sonda fluorescente capaz de marcar 
la membrana de células vivas, al carecer de toxicidad. De esta manera, la sonda permite 
identificar procesos de exocitosis, así como explorar los mecanismos de reciclado 
vesicular (Betz y col. 1996). En este estudio se ha utilizado la sonda FM1-43 que presenta 
una estructura anfipática compuesta por dos grupos, una cabeza hidrofílica y una cola 





membrana, mientras que la cola determina la hidrofobicidad de la sonda  y su cinética de 
lavado (Klingauf y col. 1998). 
Las células fueron sembradas en cubreobtejos depositados en placas P-24 a una 
densidad de 15.000 células/pocillo.  Tras 48 horas, las células fueron cargadas con la 
sonda FM1-43 (4 M, 4 min) unida a la membrana tras producir la endocitosis de la 
misma con una solución despolarizante (100 mM K+) (pasos b-d de la figura 36). A 
continuación, las células fueron lavadas para eliminar el exceso de FM1-43 (paso e) y, 
seguidamente, los cubreobjetos fueron montados en la cámara de perfusión, para que las 
vesículas celulares fueran exocitadas tras someter a las células a un nuevo estímulo 
(activación del 7-nAChR) (paso f).  
                             
         
 
Figura 36: Registro de la endocitosis/exocitosis vesicular en células marcadas con la sonda FM1-43. (a) 
Vesículas sinápticas cerca de la membrana. (b) Adición del FM1-43 que se une a la membrana citosólica 
exteriormente y mostrando fluorescencia. (c-d) Las células son cargadas con la sonda FM1-43 unida a 
membrana mediante la aplicación de un estímulo (100 mM K+) que produce la endocitosis de la membrana y 
el marcaje de vesículas sinápticas en su cara interior. (e) Lavado de las células para eliminar el FM1-43 
extracelular. (f) Las células, nuevamente estimuladas, con el agonista del 7-nAChR, exocitan las vesículas 
produciendo caída de la fluorescencia al liberar el FM1-43, que estaba en el interior vesicular, al medio 
extracelular. Tomado de (Gaffield y Betz 2006).            
  
 
Estos experimentos fueron llevados a cabo en un microscopio invertido Axiovert 
200, equipado con un objetivo 63X PlanNeofluar de aceite de inmersión. Las  imágenes 
se capturaron con una cámara CCD ORCA-R2 de alta resolución. Todo el dispositivo era 
controlado con el programa HCImage, con el cual se estableció la adquisición de las 




distintas capturas (fotografías) del proceso realizadas a intervalos de tiempos (t) de 0,5 
Hz y con un tiempo de exposición de cada captura de 200 ms. Para el cálculo de la 
fluorescencia neta en el ROI de interés, se sustrajo la fluorescencia de fondo 
(background) determinada en un ROI adyacente a la célula analizada. Para ello, se aplicó 
la siguiente fórmula:  
 
                               F0 (t) = Finicial (t) - Fb (t) 
 
 Donde Finicial (t) y Fb (t) corresponden, respectivamente, a la fluorescencia en el ROI de 
interés y a la fluorescencia de fondo en un instante dado (t). Una vez obtenida la 
fluorescencia neta, se calculó la diferencia de fluorescencia, en valor absoluto, entre el 
inicio y el final de cada registro (F). Para su representación, los valores absolutos se 
normalizaron respecto a la fluorescencia basal (F0), expresándose como unidades 
arbitrarias (u.a) utilizando la siguiente fórmula: 
 
                                         F/F0 (u.a.) = (FF-F0) / F0 (u.a.) 
 
 Donde FF es el punto del registro para el cual la pendiente de la curva de fluorescencia 
llega a 0 (descarga completa de FM1-43). 
 
13. DETERMINACIÓN DE LA SECRECIÓN DE DOPAMINA EN 
POBLACIONES CELULARES POR LA TÉCNICA DE ELISA. 
 
A pesar de que las SH-SY5Y son consideradas como un buen modelo de  neuronas 
dopaminérgicas (Biedler y col. 1978; Kovalevich y Langford 2013), mientras mantienen 
un fenotipo no diferenciado (neuroblastos), la liberación de DA endógena inducida por 
los estímulos es difícilmente detectable (Xie y col. 2010). Para solventar esta limitación, 
en este trabajo se ha procedido a preincubar las células con DA exógena para favorecer el 
almacenamiento vesicular de la misma e incrementa la amina liberada en respuesta a la 
estimulación celular (Mastroeni y col. 2009). Así, inmediatamente antes de comenzar el 
experimento, las células, sembradas en placas P-6 (500.000 células/pocillo), fueron 





preincubadas con una solución 20 nM de DA durante 20 minutos a 37 ºC. Tras el lavado, 
las células fueron estimuladas para inducir la liberación exocitótica del neurotransmisor. 
Se utilizó como liberación basal la producida por células del mismo cultivo no sometidas 
a estimulación. Se recogieron los sobrenadantes ( 400 l) en un eppendorf conteniendo 
40 µl de un estabilizador, proporcionado por el kit de ELISA, que evitaba la degradación 
de la dopamina. El sobrenadante se centrifugó a 13000 rpm durante 15 minutos y se 
guardó a           -80 ºC hasta su cuantificación por el método de ELISA. Las células 
remanentes en la placa fueron lisadas para determinar la concentración de proteína en 
cada pocillo. Los valores de liberación de DA, expresada en pg, fueron normalizados 
respecto a la concentración de proteína en cada pocillo. 
La técnica de ELISA consiste en un inmunoensayo en el cual el antígeno (en 
nuestro caso dopamina), inmovilizado en un soporte sólido, es detectado por un 
anticuerpo ligado a una enzima capaz de degradar un sustrato y producir una reacción 
colorimétrica (Fig. 37). En nuestro caso, se utilizó un ELISA competitivo que tiene la 
ventaja de detectar pequeñas cantidades del antígeno en muestras de volumen reducido. 
Siguiendo las indicaciones del kit utilizado (Dopamine High Sensitive ELISA, DLD 
Diagnostika, Alemania) se determinó la concentración de DA en 300 µl del sobrenadante 
correspondiente a cada condición experimental. La concentración se calculó a partir de 
los valores de absorbancia medidos en el lector de placas FluOstar Optima (BMG, 
Alemania) utilizando una recta patrón elaborada con concentraciones decrecientes 
conocidas de dopamina. El límite de detección de nuestro ensayo fue de 4,53 pg/ml. 
 









                  
 
Figura 37: Esquema del procedimiento seguido con la técnica de ELISA competitivo. La muestra, conteniendo la 
DA liberada, fue incubada con el anticuerpo conjugado con la enzima. (1) Adición de la muestra a los pocillos donde se 
encuentra inmovilizado el antígeno, (2) Lavado del pocillo para eliminar los complejos antígeno/anticuerpo y (3) una 
sola adición del sustrato que degradará la enzima dando color a la solución.  
 
 
14. MEDIADORES INFLAMATORIAS UTILIZADOS PARA 
ENSAYAR SU EFECTO SOBRE LA EXPRESIÓN DE 7 Y dup7 
ARNm 
 
Para la estimulación con los mediadores inflamatorios, las células (700.000 células SH-
SY5Y y 300.000 células C13NJ) fueron sembradas en placas P-60, 24 horas antes con 
medio completo y, posteriormente, se dejaron toda la noche sin SFB. La incubación con 
las citoquinas se realizó durante 24 y 48 horas. Tras este periodo de tiempo, se realizó la 
extracción de ARNm. Con el fin de minimizar interacciones, el medio usado como 
vehículo para la administración de las citoquinas contenía 1 % de SFB. Las 
concentraciones utilizadas se han basado en los niveles descritos en la bibliografía 
procedentes de estudios in vitro e in vivo (Tabla 14).  
 
                    Tabla 14: Concentraciones utilizadas de las citoquinas. 
 
Citoquinas Concentración Referencias 
TNF 50 ng/ml (Ogawa et al. 2012, Tsianakas et al. 2012, 
Szczepanik, Ringheim 2003, Dutta et al. 
2012, Kondo et al. 2010) 
IL-1β 25 ng/ml 
IL-6 50 ng/ml 






 15. FÁRMACOS ANTIDEPRESIVOS UTILIZADOS PARA 
ENSAYAR SU EFECTO SOBRE LA EXPRESIÓN GÉNICA DE LAS 
SUBUNIDADES NICOTÍNICAS  
 
Para analizar el efecto de los fármacos sobre la expresión génica de diversas subunidades 
del nAChR, las células fueron sembradas de la siguiente forma, dependiendo del 
posterior análisis a realizar: 1) Las líneas celulares SH-Y5Y y C13NJ fueron sembradas 
en medio completo a una densidad de 700.000 y 300.000 células, respectivamente, en 
placas P-60 para la extracción de ARN; 2) Para el ensayo de MTT se sembraron, en el 
mismo medio 40.000 células SH-SY5Y y 8.500 C13NJ en placas P-96. Las células 
fueron sembradas con medio completo 24 horas antes de la adicción del fármaco. 
Veinticuatro horas después de la siembra, las células fueron incubadas con los respectivos 
fármacos por periodos de 24, 48 h, 7 días y 15 días. La incubación se llevó a cabo con 1 
% SFB. Los tiempos de exposición a los fármacos fueron: 24 y 48 horas para ensayos a 
corto plazo y; 7 y 15 días para evaluar el efecto a medio plazo. Las concentraciones de 
cada fármaco fueron seleccionadas en base a las concentraciones usadas en experimento 
in vitro previos que no fueran lesivas para la célula y/o atendiendo a la concentración 
plasmática alcanzada por dichos fármacos en los pacientes (Tabla 15).  
 
Tabla 15: Concentraciones utilizadas de los fármacos ensayados 
Fármaco  Concentración Referencia
                                                          ANTIDEPRESIVOS
Imipramina  10 M 
(Gil-Ad y col. 2008; Jantas y col. 2014; Freitas y col. 2015; Donnici y 
col. 2008; Bielecka y Obuchowicz 2016) 
Tranilcipromina  10 M 
Fluoxetina 1 M 




Este ensayo se basa en la reducción del compuesto bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol (MTT) de color amarillo, en un compuesto de la familia de los 
formazanos, de color azul-violeta. Esta reducción la puede llevar a cabo la enzima 




produce en células vivas, por lo que, el ensayo de MTT es un método muy utilizado para 
determinar supervivencia y proliferación celular. 
El protocolo del experimento se realizó de acuerdo a las recomendaciones del 
fabricante (Roche). Brevemente, el reactivo MTT, añadido a células sembradas en placas 
P 96, fue incubado 4 horas a 37ºC. Seguidamente, se sustituyó el medio por 150 µl de 
dimetilsulfóxido (DMSO) para solubilizar los cristales de formazán formados. La 
absorbancia (Abs) medida en un espectrofotómetro la longitud de onda de 540 nm. Todas 
las condiciones experimentales, tanto en células tratadas como sus respectivos controles 
sin tratar, se realizan por triplicado. El porcentaje de viabilidad celular se calcula de la 
siguiente forma:             
  
    % viabilidad = (Abs células tratadas x 100)/Abs células control. 
 
16. SELECCIÓN DE PACIENTES CON DEPRESIÓN MAYOR Y 
EXTRACCIÓN DE SANGRE. 
 Los pacientes que constituyen el grupo de estudio (n = 24) fueron diagnosticados de  
depresión mayor  por el equipo de psiquiatría del Servicio de Salud Mental del Hospital 
Universitario “La Paz” de Madrid, siguiendo los criterios marcados por la quinta edición 
del manual de Diagnóstico estadístico de Trastornos Mentales (DSM-V) para el 
diagnóstico de la depresión mayor. Dicho servicio fie el encargado del seguimiento 
periódico de los pacientes reclutados. Todos los sujetos incluidos en el estudio se 
sometieron a un examen médico completo para descartar la presencia de otras patologías, 
de tipo inmune, inflamatorio o infeccioso. Otros motivos de exclusión fueron el 
sobrepeso  > 10 % del IMC ajustado a su edad, género y estatura, tabaquismo, síndromes 
de inmunodeficiencia, enfermedades endocrinas, test positivo de embarazo y pacientes 
que, en las dos últimas semanas, hubiesen sufrido procesos alérgicos, infecciosos o 
inflamatorios. Dentro de los sujetos diagnósticados con depresión mayor, se descartaron 
aquellos con otras enfermedades mentales concomitantes, como el desorden bipolar, la 
esquizofrenia, síndrome de Tourette, trastorno obsesivo compulsivo, estrés postraumático 
y adicción a drogas. El curso evolutivo de la depresión fue evaluado en los pacientes en 
una, dos o tres visitas, según los casos. En cada exploración se determinó la gravedad de 
la depresión de acuerdo a la escala de evaluación de la depresión de Hamilton (HAM-D) 





ofrece una medida cuantitativa de la intensidad del trastorno depresivo y permite 
cuantificar la respuesta al tratamiento en base a la remisión o no de los síntomas. La 
puntuación total de la escala abarca desde el 0 hasta los 32 puntos, con los siguientes 
grupos de corte: 
 
 0-7: No depresión 
 8-13: depresión ligera/menor 
 14-18: depresión moderada 
 19-22: depresión severa 
  > 23: depresión muy severa 
 
Simultáneamente, en cada visita, se procedió a la toma de muestra de sangre 
periférica con el paciente en ayunas. Las muestras de sangre obtenidas por venopunción 
fueron recogidas en 2 tubos distintos, uno para separar suero (Becton-Dickinson, Franklin 
Lakes, NJ, USA) y el otro para el aislamiento del ARNt (BD Vacutainer CPT). Los 
niveles séricos de las citoquinas de pacientes y controles fueron medidos usando el 
Quantikine ELISA kit (R&D Systems, MN, USA). 
Como grupo control, se incluyeron 33 sujetos sanos, no fumadores, y sin 
antecedentes de enfermedades mentales en su historial médico. Todos los participantes 
firmaron la hoja de consentimiento informado tras ser informados por escrito del diseño y 
objetivo del estudio.  
         
17. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  
Los resultados fueron expresados como media ± error estándar de la media (E.E.M). El 
análisis comparativo de dos grupos se realizó mediante el test de la t de Student o el test 
de U-Mann Whitney para los datos que tenían o no una distribución normal, 
respectivamente. En caso de comparaciones múltiples se utilizó el análisis de varianza de 
ANOVA, seguido de un análisis post-hoc utilizando el test de Bonferroni cuando era 
apropiado en muestras con distribución normal. Para las comparaciones ente grupos con 
distribución no normal se utilizó el test ANOVA Kruskal Wallis seguido del test post-hoc 






























1. LA SUBUNIDAD dup7 INTERACCIONA FISICAMENTE CON EL 7-nAChR EN 
VARIAS LÍNEAS CELULARES DE MAMÍFEROS. 
 
Resultados previos de nuestro grupo habían demostrado que la nueva subunidad del 
nAChR, dup7, se comportaba como un modulador negativo de la actividad de 7-
nAChR en ovocitos de Xenopus después de la expresión heteróloga de ambas 
subunidades en el ovocito (de Lucas-Cerrillo y col. 2011). Sin embargo, cuando se inició 
la presente tesis, aún permanecían sin explorar las siguientes cuestiones: 1) ¿el anterior 
efecto de dup7 sobre el 7-nAChR es fruto de la interacción física entre ambas 
subunidades nicotínicas?; 2) ¿se produce la anterior interacción 7/dup7 en células de 
mamíferos, como serían las líneas celulares GH4C1, RAW 264.7 y SH-SY5Y?; y 3) en 
caso afirmativo, ¿tendría la interacción 7/dup7 repercusión funcional? Los siguientes 
experimentos fueron diseñados para dar respuestas a todas esas cuestiones.  
 
1.1	 La	 transfección	 de	 dup7	 en	 células	 GH4C1	 reduce	 el	 número	 de	 7‐
nAChRs	expresados	en	la	membrana	celular.	
Para comenzar el estudio, se seleccionó la línea celular de pituitaria de rata, GH4C1, la 
cual no expresa endógenamente el 7-nAChR, pero si tiene la capacidad de expresarlo 
heterólogamente al disponer de la chaperona RiC3. Los primeros experimentos fueron 
diseñados para analizar la capacidad de expresión de ambas subunidades nicotínicas en la 
membrana celular, tanto de forma separada como cuando eran coexpresadas. Para ello, 
las células fueron transfectadas con las construcciones 7-pmCherry-N1 y dup7-pEGFP 
por separado, o con la combinación de ambas en la proporción 1:1. El acceso de cada 
subunidad a la membrana celular, en cada condición experimental, fue visualizado por 
microscopía confocal tras marcar la membrana celular con la lectina WGA conjugada con 
el fluoróforo Alexa 647. 
La “función de colocalización” del programa de análisis de imágenes del 
microscopio confocal Leica muestra una serie de puntos blancos que reflejan los sitios de 
colocalización de cada subunidad nicotínica con la membrana. Se observa como la 
expresión en membrana es alta para la subunidad α7-Cherry y baja para dupα7-GFP en el 
caso de que ambas construcciones hubieran sido transfectadas por separado (Fig. 38 A y 




significativa de la expresión de subunidades α7-Cherry en membrana (Fig. 38 C, panel 
izquierda) en comparación con la observada en células transfectadas solo con α7-Cherry 
(Fig. 38 A). Dicha reducción se produce a expensas del atrapamiento de subunidades α7-
Cherry, de nueva formación, en el RE por parte de subunidades dup7-GFP que 
permanecen retenidas en esta estructura celular sin poder migrar hacia la membrana (Fig. 
38 C, color amarillo del panel derecho). 
 
               
        
Figura 38: Análisis cualitativo de expresión de subunidades α7 y dupα7 en membrana citosólica de 
células GH4C1. A) Células transfectadas con la construcción 7-Cherry (rojo) o B) con la construcción 
dup7-GFP (verde). La membrana marcada con WGA Alexa 647 aparece en azul. Los puntos blancos 
representan los sitios de colocalización de la subunidad nicotínica con la membrana. La imagen a la derecha de 
cada célula muestra la amplificación de la zona enmarcada por el rectángulo. C) Célula cotransfectada con las 
construcciones 7-Cherry:dup7-GFP, donde se aprecia como la expresión de dup7 disminuye los sitios de 
colocalización de subunidades 7 en la membrana (puntos blancos) debido al atrapamiento de estas estas 




Los coeficientes de correlación de Pearson y Manders fueron utilizados para 
analizar, de forma cuantitativa, el nivel de expresión en membrana de las subunidades α7 
o dupα7, en ausencia o presencia de la otra subunidad. El coeficiente de Pearson toma 
valores desde -1 (correlación negativa perfecta) a 1 (correlación positiva perfecta), con el 
valor 0 indicando la falta de colocalización. Por su parte, el coeficiente de Manders oscila 
entre el valor 0 (no colocalización) al 1 (máxima colocalización). La Figura 39 muestran 




condición experimental. Se observa como los valores de los coeficientes de Pearson y 
Manders, referidos a la colocalización de la subunidad α7 en membrana (0,43 ± 0,06 y 
0,57 ± 0,04), se reducen significativamente cuando la subunidad dupα7 es coexpresada 
(0,07 ± 0,02 y 0,17 ± 0,03). Por su parte, ambos coeficientes arrojan unos valores muy 
bajos cuando se considera la coexpresión de la subunidad dupα7 en la membrana (0,04 ± 
0,01 y 0,13 ± 0,02), indicando que ésta última es prácticamente inexistente. La 
coexpresión de 7 incrementa ligeramente, pero sin alcanzar valores estadísticamente 
significativos, los sitios de colocalización de subunidades dupα7 en membrana. 
 
                  
Figura 39: Cuantificación de los sitios de colocalización de subunidades en la membrana citosólica de células 
GH4C1. Las células fueron transfectadas con las construcciones 7-Cherry y dup7-GFP de forma separada o 
combinada. Los valores representan la media  E.E.M. de los coeficientes de correlación obtenidos en células 
transfectadas con 7-Cherry (n = 7) o dup7-GFP (n = 5), o con la combinación 7-Cherry/dup7-GFP (n = 11). 




A la vista de los anteriores resultados que mostraban como la coexpresion de 
dupα7 reducía la expresión en membrana del α7-AChR, se procedió a descartar que este 
efecto fuese debido a una interferencia con la traducción del α7 ARNm a su 
correspondiente proteína por parte de dupα7. Para ello, se realizó el inmunoblot de los 
extractos proteicos obtenidos a partir de células transfectadas solo con 7-Cherry, o con 




cantidad de 7-Cherry transfectada mientras se incrementaba el dup7-GFP). La figura 
40 muestra un inmunoblot representativo (n = 3) donde se observa como la coexpresión 
de dup7-Cherry, en cualquiera de las proporciones utilizadas, no modificaba la cantidad 
de proteína 7-Cherry contenida en el extracto celular.  
 
                     
Figura 40: Inmunoblot analizando la expresión de subunidades nicotínicas en células GH4C1 transfectadas 
con distintas proporciones de 7-Cherry y dup7-GFP. La expresión de ambas subunidades en cada extracto 
proteico fue detectada con los anticuerpos anti-Cherry y anti-GFP. Como control de carga proteica se utilizó el 




La posibilidad de que dup7 estuviera interfiriendo con la actividad del 7-nAChR a 
través de la interacción física con la subunidad 7 y la consiguiente formación de 
nAChRs mixtos dup7/7, fue evaluada en células GH4C1 mediante la técnica de FRET. 
Las células fueron transfectadas con dos parejas de construcciones 7-GFP:dup7-
Cherry y dup7-GFP:7-Cherry, en las proporciones 1:0,5 o 1:1, siguiendo el 
procedimiento indicado en la correspondiente sección de Materiales y Métodos. La figura 
41A muestra los resultados de FRET en una célula transfectada con la primera pareja 
(7-GFP:dup7-Cherry; proporción 1:1). Se observa como tras el fotoblanqueo del área 
enmarcada se produce un aumento de la fluorescencia de 7-GFP (post) con respecto a la 
fluorescencia de 7-GFP (pre) captada antes de la destrucción de la molécula aceptora 
dup7-Cherry. Los valores medios ± E.E.M. de eficiencia de FRET obtenidos en células 
transfectadas con la pareja de construcciones 7-GFP:dup7-Cherry, en las proporciones 
de 1:0,5 o 1:1, fueron 11,9  2,6 y 21,7  3,2, respectivamente (Fig. 41B). La misma 




que el dup7 actúa como donador (dup7-GFP:7-Cherry), especialmente para la 
proporción 1:1, arroja valores de eficiencia de FRET significativamente más altos (41,8  
2,5 que los obtenidos con la anterior pareja. Es interesante resaltar que la eficiencia 
del FRET se incrementa significativamente en las dos parejas de construcciones 




Figura 41: Evaluación de la interacción física entre subunidades 7 y dup7 en células GH4C1 mediante FRET. 
Las células fueron transfectadas con las parejas de construcciones 7-GFP:dup7-Cherry o dup7-GFP:7-Cherry, en 
las proporciones indicadas. A) Imágenes de microscopía confocal representativas del análisis de FRET en una célula 
cotransfectada con la pareja 7-GFP:dup7-Cherry (1:1) donde se muestra la fluorescencia emitida por el 7-GFP en 
la zona enmarcada, antes (pre) y después (post) del fotoblanqueo de dupα7-Cherry; el análisis de eficiencia de FRET se 
realizó en la zona seleccionada. B) Los valores de eficiencia de FRET (expresados en porcentaje) representan la media 




Una vez constatada la interacción física entre las subunidades 7 y dup7 en un tipo 
celular de naturaleza neuroendocrina, pasamos a analizar si la anterior interacción 
también se producía en células inmunes, como serían las de la línea celular de 
macrófagos murinos RAW 264.7. Estas últimas células se caracterizan por expresar 
endógenamente un 7-nAChR funcional pero, al no ser células humanas, carecen de la 
subunidad dup7. De esta forma, las células RAW 264.7 constituyen un modelo, a medio 
camino, entre las células GH4C1 (que no expresan endógenamente ninguna de las dos 




más adelante en esta tesis).  
Se realizó nuevamente el análisis de FRET para evaluar si se producía interacción 
física entre las subunidades 7 y dup7 en células RAW 264.7 nucleofectadas con las 
dos parejas de construcciones 7-GFP:dup7-Cherry o dup7-GFP:7-Cherry, en las 
proporciones 1:0,5 y 1:1. La figura 42A muestra imágenes confocales representativas del 
análisis realizado en una célula nucleofectada con la pareja dup7-GFP:7-Cherry (1:1) 
donde se puede observar el incremento de fluorescencia del donador (dupα7-GFP, post) 
tras el fotoblanqueo del aceptor (α7-Cherry, post). La imagen en pseudocolor a la derecha 
indica la eficiencia de FRET de acuerdo a la escala de colores adyacente. La figura 42B 
muestra los valores medios ± E.E.M de eficiencia de FRET, expresados como porcentaje, 
obtenidos en varias células nucleofectadas con las dos parejas de construcciones, tal 
como se ha indicado anteriormente. Nuevamente, se observa que nucleofección de la 
pareja de construcciones en la que el dupα7 actúa como donador (dup7-GFP:7-Cherry) 
proporciona niveles de eficiencia de FRET significativamente más altos que los 
encontrados cuando es la otra pareja la que se nucleofecta. Tambien, en células RAW 
264.7, se reproduce el hallazgo encontrado anteriormente en células GH4C1 de que la 
eficiencia del FRET se incrementa significativamente en las dos parejas de 
construcciones conforme aumenta la cantidad transfectada de la construcción que 
contiene la molécula aceptora (Cherry). 
 








Figura 42: Evaluación de la interacción física entre subunidades 7 y dup7 en células RAW264.7 
mediante FRET. Las células fueron nucleofectadas con las parejas de construcciones 7-GFP:dup7-Cherry o 
dup7-GFP:7-Cherry, en las proporciones indicadas. A) Imágenes de microscopía confocal representativas del 
análisis de FRET en una célula nucleofectada con la pareja dup7-GFP:7-Cherry (1:1) donde se aprecia el 
incremento de la fluorescencia emitida por dup7-GFP (post) en la zona enmarcada después del fotoblanqueo de 
α7-Cherry (post). La imagen en pseudocolor (derecha) muestra la eficiencia de FRET en la zona seleccionada de 
acuerdo con la escala de colores adyacente. B) Los valores de eficiencia de FRET (expresados en porcentaje) 
representan la media  E.E.M. del número de células analizadas (en paréntesis); * p < 0,05 y *** p < 0,001, tras 





El tercer tipo celular seleccionado para el análisis de la interacción física entre ambas 
subunidades nicotínicas correspondió al de la línea celular de neuroblastoma humano SH-
SY5Y. Esta línea celular se diferencia de las dos anteriores en que expresa 
endógenamente tanto 7-nAChRs funcionales como la subunidad dup7, aunque el papel 
funcional de esta última permanece sin explorar.   
Dado que los valores más altos de eficiencia de FRET en células GH4C1 y 
RAW264.7 se obtuvieron cuando se realizaba la transfección de las parejas de 
construcciones 7-GFP: dup7-Cherry y dup7-GFP:7-Cherry en la proporción 1:1, 




células SH-SY5Y.	 La	 figura	 43A	muestra	 imágenes	 confocales	 representativas	 del	
ensayo	de	FRET	en	una	célula	transfectada	con	dup7-GFP:7-Cherry; las imágenes 
fueron captadas antes (pre) y después (post) del fotoblanqueo del aceptor (Cherry). La 
figura 43B	muestra	los	valores	medios	±	E.E.M	de	eficiencia	de	FRET	(expresados	en	
porcentaje)	en	varias	células	transfectadas	con	una	u	otra	pareja	de	construcciones.	
Como	 ocurría	 con	 los	 anteriores	 tipos	 celulares,	 la	 eficiencia	 de	 FRET	 en	 células	
RAW264.7 fue significativamente superior para la pareja de construcciones transfectadas 




Figura 43: Evaluación de la interacción física entre subunidades 7 y dup7 en células SH-SY5Y mediante 
FRET. Las células fueron transfectadas con las parejas de construcciones 7-GFP:dup7-Cherry o dup7-GFP:7-
Cherry, en la proporción indicada. A) Imágenes de microscopía confocal representativas del análisis de FRET en una 
célula cotransfectada con la pareja de construcciones dup7-GFP:7-Cherry, donde se muestra la fluorescencia emitida 
por el dup7-GFP en la zona enmarcada, antes (pre) y después (post) del fotoblanqueo de α7-Cherry; el análisis de 
eficiencia de FRET se realizó en la zona seleccionada.  B) Los valores de eficiencia de FRET (expresados en 






Los resultados de eficiencia de FRET, obtenidos en células GH4C1, RAW 264.7 
y SH-SY5Y, confirman que las subunidades 7 y dup7 interaccionan físicamente entre 
sí en los tres tipos celulares analizados en este estudio, si bien la eficiencia del FRET 






1.5	 La	 subunidad	 dup7	 forma	 receptores	 mixtos	 con	 la	 subunidad	 7	
(7dup7‐nAChR)	 en	 células	 RAW	 264.7	 en	 detrimento	 de	 la	 expresión	 en	
membrana	de	7‐nAChR	homoméricos	funcionales.		
Una vez probada que la interacción física de dup7 con la subunidad 7 se produce en 
células RAW 264.7, nos planteamos explorar si dicha interacción conlleva a la formación 
de un receptor mixto (7dup7-nAChR) en este tipo celular. Este receptor mixto, 
probablemente, accedería con dificultad a la membrana celular disminuyendo la 
expresión en la misma de 7-nAChRs homoméricos funcionales de nueva síntesis. Para 
evaluar esta hipótesis, marcamos los 7-nAChRs homoméricos, expresados 
endógenamente en la membrana plasmática de este tipo celular, con la toxina selectiva 
para este subtipo de receptor (-BGtx conjugada con Alexa 488) analizando la intensidad 
de la fluorescencia por citometría de flujo en células no transfectadas (controles) o 
nucleofectadas con 1 µg-2µg de las construcciones dup7.pcDNA3.1/myc-his, dup7-
pmCherry-N1 o con los correspondientes vectores vacíos (pcDNA3.1/myc-his y 
pmCherry-N1). La intensidad de fluorescencia fue monitorizada mediante citometría de 
flujo. 
La figura 44A muestra los resultados de un experimento de citometría 
representativo (n = 3) realizado en células RAW264.7, controles o nucleofectadas con 1 
µg de las distintas construcciones, tras su marcaje con -Bgtx-Alexa 488. En el eje de 
abcisas se representa la intensidad de fluorescencia de la toxina ligada al fluoróforo 
(canal FL1) indicativa del nivel de expresión de 7-nAChRs funcionales en la membrana 
celular. El eje de ordenadas refleja el parámetro de complejidad celular (SSC, del inglés 
Side Scatter), el cual muestra la homogeneidad de la población celular analizada. Los 4 
diagramas de contorno representan la fluorescencia correspondiente a los 7-nAChRs 
funcionales expresados en membrana en el total de células del cultivo (positivas para -
Bgtx-Alexa 488, panel superior izquierdo), en la subpoblación celular marcada con el 
anticuerpo anti-myc (positivas para dup7-myc y -Bgtx-Alexa 488, panel superior 
derecho),  en la subpoblación celular que expresa dup7-Cherry (positivas para dup7-
Cherry y -Bgtx-Alexa 488, panel inferior derecho), y en la subpoblación que expresa el 
vector mCherry vacío (positivas para Cherry-N1 y -Bgtx-Alexa 488, panel inferior 
izquierdo). La figura 44B representa la media ± E.E.M. de intensidad de fluorescencia 




sometidas a las condiciones experimentales descritas arriba pertenecientes a 3 cultivos 
distintos. Puede observarse como el número de 7-nAChRs funcionales en las células no 
transfectadas, o en las nucleofectadas con los vectores vacíos, se reduce 
significativamente en la subpoblación que expresa dup7-myc o en aquella que expresa 
dup7-Cherry, a cualquiera de las concentraciones de las construcciones utilizadas para 
la nucleofección. Es interesante resaltar que nuestros resultados no permiten conocer la 
estructura celular en la que se localiza el dup7-Cherry expresado. Por el contrario, los 
datos anteriores si indican que la expresión dup7-myc, la cual ha sido utilizada para 
seleccionar la correspondiente subpoblación celular, está exclusivamente localizada en la 
membrana celular ya que la incubación con el anticuerpo anti-myc se realizó en las 
células no permeabilizadas, con lo que el anticuerpo solo puede unirse a la subunidad 
dup7 incorporada a la membrana.  Este último resultado, junto con la reducción del 
número de 7-nAChR homoméricos en la misma subpoblación celular, sugiere la 
expresión de un dup7/7-nAChR mixto con capacidad para migrar a la membrana 
plasmática de la célula en detrimento de la incorporación a la membrana de 7-nAChRs 




 Figura 44: Niveles de expression de 7-nAChR funcionales en membrana de células RAW 264.7 medidos por 
citometría de flujo. Los 7-nAChR homoméricos expresados en la membrana de las células, controles o 
nucleofectadas con distintas construcciones, fueron marcados con -Bgtx-Alexa 488. A) Diagramas de contorno 
representativos de la intensidad de fluorescencia del canal verde (FL1) correspondiente a los 7-nAChRs marcados con 
la toxina en cada subpoblación celular. B) Diagrama de barras mostrando la media  E.E.M. de los valores de 
fluorescencia obtenidos en las distintas subpoblaciones celulares pertenecientes a 3 cultivos independientes. *** p < 





2. REPERCUSIÓN FUNCIONAL DE LA INTERACCIÓN 7/dup7 A 




Una vez constatada la interacción física entre las subunidades 7 y dup7 en las tres 
líneas celulares de mamífero analizadas, así como la capacidad de dup7 para reducir el 
tráfico e incorporación a la membrana de 7-nAChRs homoméricos funcionales, 
pasamos a investigar si la anterior interacción tenía alguna implicación funcional. Para 
responder a esta cuestión se seleccionó la línea celular SH-SY5Y en base a las siguientes 
razones: 1) sus células constituyen un excelente modelo neuronal para estudiar señales de 
[Ca2+]i y secreción mediadas por 7-nAChRs; 2) estas células expresan endógenamente 
7-AChRs funcionales así como subunidades dup7; y 3)  son células humanas.  
 Los siguientes experimentos fueron diseñados para analizar si la sobreexpresión 
de dup7 en células SH-SY5Y modificaba la señal de [Ca2+]i y la secreción inducidas por 
la activación del 7-nAChR endógeno de las células. Para evitar que se produzcan 
diferencias de expresión de dup7 entre cultivos transfectados transitoriamente con el 
plásmido, se decidió recurrir a la transfección estable de esta subunidad nicotínica 
mediante el uso de antibióticos de selección.   
Las células fueron transfectadas con la construcción dup7.pcDNA3.1/myc-his, o 
con su vector vacío pcDNA3.1/myc-his por dos procedimientos (lipofección o 
nucleofección), con objeto de identificar el método de transfección más eficiente. A la 
hora de seleccionar los clones para realizar el estudio funcional se tuvo en cuenta que 
éstos tuvieran una clara sobreexpresión de dup7, sin que sus niveles de expresión de 7 
se difirieran significativamente de los encontrados en las células no transfectadas. Tras 
seleccionar varios clones que sobrevivían en presencia del antibiótico de selección como 
posibles candidatos dup7-myc positivos, se evaluó si dichos clones realmente 
sobreexpresaban dup7-myc. Para ello se realizó el inmunomarcaje del epítopo con el 
anticuerpo anti-myc en células derivadas de cada clon, visualizando las imágenes por 
microscopía confocal. Mientras que la fluorescencia era inapreciable en células sin 
transfectar (control), las células de algunos de los clones seleccionados como posibles 




nítida señal fluorescente (verde), la cual era indicativa de la expresión de dup7-myc o 
del vector vacío (c-myc) (Fig. 45). De las células lipofectadas se aislaron 9 clones 
candidatos, aunque solo dos de ellos (a los que denominamos L1 y L2) presentaron 
inmumarcaje positivo para dup7-myc. Con respecto a las células nucleofectadas, se 
aislaron 15 posibles clones dup7-myc positivos supervivientes en el medio con el 
antibiótico, aunque tras el inmunomarcaje con anti-myc y la microscopía confocal, solo 
se pudo constatar la positividad frente a dup7-myc en 5 de ellos (denominados N1, N2, 
N3, N4 y N5). Estos resultados indican que el rendimiento de la transfección de dup7-
myc es superior con la nucleofección que con la lipofección (33% versus 22%).  
 
 
Figura 45: Células SH-SY5Y con expresión estable de dup7-myc tras el inmunomarcaje (verde) del epítopo c-
myc. Imágenes confocales de células marcadas con el anticuerpo anti-myc. A) Células no transfectadas (controles) 
cuyo núcleo es marcado con DAPI (azul). B) Células del clon N1, procedente de la nucleofección de 
dup7.pcDNA3.1/myc-his, con sobreexpresión estable de dup7-myc; en azul los núcleos marcados con DAPI. C) 
Células transfectadas con el vector vacío pcDNA3.1/myc-his.      
 
 
Una vez identificados y seleccionados los 7 clones que daban positivo para la 
sobreexpresión de dup7-myc, de acuerdo al resultado del inmunomarcaje anterior, se 
reevaluó dicha sobreexpresión a través de la medida del nivel de expresión del dup7 
ARNm en cada clon por qPCR, utilizando cebadores específicos. También se determinó 
en paralelo, pediante qPCR y los cebadores apropiados, el nivel de expresión del 7 
ARNm en cada clon. Los resultados de expresión de ambos mensajeros en cada clon 
fueron normalizados respecto a la expresión encontrada en células sin transfectar 
(controles), ésta última considerada como la unidad (= 1). La figura 46 (paneles A-D) 
muestra la media  E.E.M de la expresión normalizada de los ARNms de dup7 y 7 
procedente de 3 determinaciones diferentes, realizadas por triplicado, en células controles 




clones derivados de la nucleofección muestran niveles de expresión de dup7 ARNm 
muy superiores a los de los clones derivados de la lipofección (paneles A y B). Incluso el 
clon N5, que es el que muestra la sobreexpresión de dup7 más baja de entre los clones 
obtenidos por nucleofección, alcanza un valor de 8 veces la expresión de las células 
control.  
La expresión endógena del 7 ARNm no difiere de forma tan drástica entre los 
clones obtenidos por una u otra técnica de transfección (paneles C y D). No obstante, se 
observa que algunos de los clones positivos seleccionados (L2, N2, N3, N4 y N5) 
presentan niveles de 7 ARNm que difieren significativamente de los encontrados en 
células controles, por lo que estos últimos clones fueron descartados. Así, para continuar 
con el estudio se seleccionaron los clones L1 y N1 dado que, aunque ambos clones 
diferían notablemente en el nivel de expresión del dup7 ARNm, mostraban niveles de 
7 ARNm similares a los de las células control. Para analizar si una diferencia tan 
notable de expresión de dup7 ARNm entre los dos clones seleccionados se reproducía a 
nivel de la proteína se realizaron inmunoblots donde, utilizando el anticuerpo anti-myc, 
se pudo constatar que el grado de sobreexpresión de la subunidad dup7 era muy 
parecido en ambos clones (Fig. 46E). Los resultados anteriores nos garantizan el poder 
utilizar ambos clones, indistintamente, para estudiar el efecto de la sobreexpresión de 
dup7 sobre la actividad funcional del 7-nAChR en células SH-SY5Y. Los siguientes 
experimentos, realizados con los dos clones seleccionados junto con células controles, 
nos permitieron abordar la actividad funcional del 7-nAChR a través del registro de la 
señal de [C2+]i y la secreción de neurotransmisores inducida por la activación del receptor 






                   
Figura 46: Niveles de expresión de dup7 foráneo y de 7 endógeno en células SH-SY5Y controles o con 
sobreexpresión estable de dup7-myc (clones). A-D) Expresión normalizada de los ARNms de ambas subunidades 
nicotínicas determinada por qPCR en células controles (valor = 1) y en los clones obtenidos tras lipofección (L1 y L2) 
o nucleofección (N1-N5). Los valores representan la media  E.E.M. de 3 cultivos independientes; **p < 0,01 y ***p < 
0,001 tras comparar con el control. E) Expresión de la proteína dup7-myc, determinada por inmunoblot con el 
anticuerpo anti-myc, en células controles o en los dos clones (L1 y N1) con expresión estable de dup7-myc 
seleccionados para el posterior estudio funcional (flecha negra). En la parte inferior aparece un inmunoblot típico; en la 
superior los valores medios  E.E.M. de expresión de dup7-myc referida a la de actina en 3 cultivos distintos; *** p < 
0,001 comparando con el control 












La neurotransmisión es un proceso complejo acoplado a la entrada de Ca2+ al citosol y el 
consiguiente incremento de la señal de [Ca2+]i. Este último incremento activa la 
liberación del neurotransmisor por un mecanismo exocitótico resultante de la fusión de 
las vesículas sinápticas con la membrana plasmática. Por tanto, el registro de la señal de 
[Ca2+]i en neuronas en respuesta a un determinado estímulo es un buen indicador de la 
capacidad de dicho estímulo para producir una respuesta secretora en la célula.  
Los experimentos que se diseñaron a continuación consistieron en evaluar la 
capacidad de la subunidad dup7 para interferir con la señal de [Ca2+]i inducida por la 
estimulación del 7-nAChR en una población de células SH-SY5Y. Para ello se 
utilizaron tres poblaciones celulares distintas, las correspondientes a células no 
transfectadas (controles) o aquellas que sobreexpresan establemente dup7 (clones L1 y 
N1). Para estimular selectivamente el 7-nAChR se utilizó el PNU 282987, un agonista 
con alta afinidad y selectividad para este subtipo de receptor (Hajos y col. 2005). En base 
a su selectividad por el 7-nAChR, el PNU 282987 podría mejorar los déficits de 
atención y la memoria, por lo que ha sido propuesto que el fármaco podría tener utilidad 
terapéutica en la enfermedad de Alzheimer (Vicens y col. 2013) y en la esquizofrenia 
(Hajos y col. 2005). 
El diseño de estos experimentos consistió en, una vez cargadas las células con la 
sonda fluorescente Fluo 4-AM, someterlas a la estimulación de concentraciones 
crecientes de PNU 282987 (rango 1nM -10 µM); el estímulo fue aplicado en forma de 
pulso (1s) utilizando un inyector controlado por el propio sistema del lector de placas. La 
figura 47 muestra la curva concentración-respuesta de la señal de [Ca2+]i inducida por 
PNU 282987 en células SH-SY5Y. Se observa como la intensidad de la señal es 
dependiente de la concentración del agonista hasta alcanzar un ‘plateau’ a la 
concentración de 0,3 M del agonista. Tambien se aprecia que la intensidad de la señal 
de [Ca2+]i era muy baja para todas las concentraciones de PNU 282987 ensayadas, lo cual 
podría dificultar la posterior evaluación de un posible efecto de dup7 sobre dicha señal. 
Para solventar esta limitación, se procedió a reproducir el anterior experimento pero, esta 
vez, preincubando las células con un modulador alostérico positivo (MAP) del 7-
nAChR, como es el PNU 120596, el cual deberá potenciar la señal de [Ca2+]i inducida por 




muestran que este es el caso; así, la preincubación de las células con 0,5 M de PNU 
120596, 10 min antes de inyectar el estímulo y a lo largo de todo el periodo de 
estimulación, potenció significativamente la respuesta al agonista a casi todas las 
concentraciones ensayadas, con excepción de las inferiores a 10 nM. En base a estos 
resultados, se incorporó sistemáticamente el MAP en los experimentos posteriores, 
realizados con los clones L1 y N1, en los que se analizó la señal de [Ca2+]i inducida por la 
activación del 7-nAChR con PNU 282987. 
                          
 
Figura 47: El modulador alostérico positivo del α7-nAChR potencia la señal de [Ca2+]i inducida por la activación del receptor en células SH-SY5Y controles. Para inducir la señal, las células fueron estimuladas con 
concentraciones crecientes (rango 1 nM - 10 µM) de PNU 282987, un agonista específico del α7-nAChR. La 
concentración de PNU 120596, modulador alostérico positivo (MAP) del mismo subtipo de receptor, fue de 0,5 
M. Los datos son expresados como porcentaje de Fmax-Fmin (media  E.E.M.) de la señal de [Ca2+]i inducido por el agonista, en ausencia o presencia del MAP, en 4 cultivos diferentes; los valores de cada cultivo se 
obtuvieron por triplicado. ** p < 0,01 y ***p < 0,001 tras comparar los valores correspondientes a la misma 
concentración del agonista en ambas curvas. 
 
 
  La figura 48 muestran los trazados originales de unidades de fluorescencia 
arbitrarias (u.a.) de la sonda Fluo 4-AM reflejando el incremento de la señal de [Ca2+]i 
inducida por concentraciones crecientes de PNU 282987, en presencia del MAP, en 
células controles (panel A) y en células del clon N1 (panel B). El panel C de la misma 
figura muestra la media ± E.E.M. de la señal de [Ca2+]i inducida por el agonista, 
expresada como porcentaje, en varios cultivos independientes realizados en células 




vacío. Se observa como la sobreexpresión de dupα7 (clones L1 y N1) reduce, de manera 
significativa, la señal de [Ca2+]i inducida por casi todas las concentraciones de PNU 
282987, a excepción de las más bajas. No se encontraron diferencias significativas entre 
los dos clones en lo que respecta al anterior efecto. Tampoco las células con expresión 
estable del vector vacío diferían significativamente de las células controles en su 





Figura 48: La sobreexpresión de dup7 reduce la señal de [Ca2+]i mediada por el 7-nAChR en células SH-SY5Y. A y B) Trazados originales de intensidad de fluorescencia [expresada como unidades de fluorescencia 
arbitrarias (u.a) de Fluo 4-AM] inducida por concentraciones crecientes de PNU 282987 (+ MAP) en una población de 
células control o de células del clon N1 (B). Los registros fluorimétricos realizados en las células, cargadas previamente 
con Fluo 4-AM, fueron monitorizados durante 35 s. La inyección automática del agonista PNU 282987 (flecha) se 
realizó a los 5 s de iniciar el registro, considerando como fluorescencia basal la registrada durante los segundos previos 
a la inyección. Para obtener el incremento neto de fluorescencia en respuesta a un determinado estímulo se sustrajo el 
valor basal del valor máximo de U.F.R. inducido por el agonista. C) Diagrama de barras mostrando la media ± E.E.M. 
de la señal de [Ca2+]i inducida por el agonista, expresada como porcentaje, en 4 cultivos independientes realizados en poblaciones de células controles, clones L1 y N1, así como de células con sobrexpresión estable del vector vacío. * p < 







Con los datos obtenidos anteriormente relativos al incremento (Δ) de la señal de 
[Ca2+]i inducida por concentraciones crecientes de PNU 282987, construimos dos tipos de 
curvas concentración-respuesta en las 4 poblaciones celulares analizadas (Fig. 49). Para 
confeccionar la primera curva (Fig. 49A), el valor del Δ [Ca2+]i en respuesta a cada 
concentración del agonista, en cada población celular, fue normalizado respecto a la 
máxima respuesta alcanzada en la población control (considerada el 100 %; obtenida con 
3 M de PNU 282987). Mientras que las curvas concentración-respuesta de PNU 282987 
en células controles o con sobreexpresión del vector vacío no difieren entre si, se observa 
una significativa y similar reducción de la respuesta máxima obtenida por el agonista del 
7-nAChR en los dos clones que sobreexpresan dupα7. La menor eficacia de PNU 
282987 para inducir Δ [Ca2+]i en los clones L1 y N1 no es resultado de un deterioro de la 
capacidad de respuesta de estos clones respecto a los otros dos tipos celulares, ya que los 
cuatro tipos de células responden con un Δ [Ca2+]i similar ante un estímulo despolarizante 
de alto K+ (75 mM), aplicado como un pulso breve (1s) al finalizar el experimento.  
Con objeto de excluir que el anterior efecto de dupα7, disminuyendo la eficacia de 
PNU 282987 para inducir un Δ [Ca2+]i mediado por el 7-nAChR, fuese debido a un 
cambio de afinidad del fármaco por el receptor, se procedió a determinar los valores de 
las concentraciones efectivas de PNU 282987 que producían el 50 % del efecto máximo 
(EC50) en las cuatro poblaciones celulares. Estos valores EC50s reflejan la afinidad del 
fármaco por el 7-nAChR. Con este propósito, confeccionamos una segunda curva 
concentración-respuesta del agonista en la que el valor del Δ [Ca2+]i inducido por cada 
concentración de PNU 282987 en cada población celular fue normalizado respecto a la 
máxima respuesta alcanzada por el fármaco en dicha población (considerada el 100 %) 
(Fig. 49B). Esta misma figura también muestra los valores de las EC50s de PNU 282987 
obtenidos en las 4 poblaciones celulares; estos valores no diferían significativamente 
entre sí, lo que indica que la sobreexpresión de dupα7 no produce cambios de afinidad del 
agonista por el 7-nAChR. 
 
 















































Figura 49: Respuesta normalizada de la señal de [Ca2+]i inducida por la estimulación del 7-nAChR en diferentes poblaciones celulares de SH-SY5Y. El incremento de la señal [Δ [Ca2+]i] inducido por la estimulación del receptor fue determinado en cuatro poblaciones celulares: control, con sobreexpresión estable de dupα7 (clones L1 y 
N1), o con sobreexpresión estable del vector vacío. La estimulación del 7-nAChR se realizó con concentraciones 
crecientes del agonista PNU 282987 en presencia de PNU 120596, un MAP del receptor. A) Curvas concentración-
respuesta mostrando el Δ [Ca2+]i inducido por el agonista en las 4 poblaciones celulares; cada valor fue normalizado 
respecto a la máxima respuesta obtenida en las células controles con 3 M de PNU 282987 (100 %). Tras un periodo de 
lavado, se aplicó un pulso despolarizante de alto K+ para evaluar la capacidad de respuesta celular ante el nuevo 
estímulo al finalizar el experimento. B) Curvas concentración-respuesta mostrando el Δ [Ca2+]i inducido por el agonista en las 4 poblaciones celulares; cada valor fue normalizado respecto a la máxima respuesta (100 %) inducida por el 
agonista en la misma población celular. A la derecha, se recogen los valores de EC50 de PNU 282987 y la pendiente de 
la curva determinados en cada población. Los datos representan la media  E.E.M del número de cultivos celulares 
indicados entre paréntesis para cada población. * p < 0,05; ** p < 0,01 y *** p < 0,001, tras comparar con la población 
control. 
 Control L1 N1 Vacio 
 EC50 (M) 0,04  0,004 0,03  0,01 0,02  0,01 0,03  0,01 






La disponibilidad de clones SH-SY5Y con sobreexpresión estable de dupα7 nos permitió 
realizar experimentos en célula única, dado que todas las células crecidas a partir del clon 
original contenían el mismo nivel de expresión del dupα7 ARNm y de la correspondiente 
proteína traducida. Con esta herramienta experimental, estábamos en condiciones de 
poder ratificar, en célula única, lo que previamente habíamos encontrado en poblaciones 
celulares.  
En los experimentos de célula única, se utilizó la sonda radiométrica Fura2-AM 
para registrar la señal de [Ca2+]i mediada por el α7-nAChR. El protocolo de estimulación 
consistió en la aplicación de un pulso de 1 min de PNU 282987 (1 M), seguido de un 
periodo de 2 min de lavado mediante la perfusión con solución KH para, finalmente,   
aplicar a la célula un pulso despolarizante con alto K+ (100 mM) de 30 s. El PNU 120596 
[1 M] fue añadido al medio que perfunde las células desde 20 min antes del pulso del 
agonista hasta la finalización del experimento. Las células que no presentaron respuesta 
al estímulo con alto K+ fueron descartadas del posterior análisis.  
La figura 50 muestra los registros originales del incremento de fluorescencia 
(ΔFRatio) inducido por la aplicación de dos pulsos sucesivos de PNU 282987 (+MAP) y 
alto K+ a una célula control y a otra perteneciente al clon L1. Se observa como la señal 
mediada por el α7-nAChR es muy inferior en la célula con sobreexpresión de dupα7 que 
en la control, a pesar de que la capacidad de responder al estímulo despolarizante en la 
primera célula es incluso superior a la de la segunda, probablemente porque la señal de 
[Ca2+]i inducida por el PNU 282987 en la célula control no ha regresado aún al nivel 
basal cuando se aplica el pulso de alto K+ .  





                  
 
Figura 50: Registros originales del incremento de fluorescencia (FRatio) inducido por el agonista del 7-
nAChR o por un estímulo despolarizante en células SH-SY5Y controles o con sobreexpresión de dup7 
(Clon L1). El PNU 282987 [1M] fue utilizado para activar el 7-nAChR; como estímulo despolarizante se utilizó 




 En el panel A de la figura 51 se recoge el curso temporal del incremento de 
fluorescencia (ΔF) normalizado, tras la sustracción de F0 (fluorescencia basal), 
correspondientes a 3 células de cada grupo (células control, clon L1 y clon N1) 
estimuladas con PNU 282987 (+ MAP). Los paneles B y C de la misma figura recogen, 
respectivamente, el ΔFRatio y la integral del área bajo la curva de ΔF inducidos por los dos 
estímulos (agonista nicotínico y alto K+) en los 3 grupos de células. Todos los valores, 
expresados como unidades arbitrarias (u.a.), representan la media  E.E.M de las células 
analizadas. De nuevo se observa como la sobreexpresión de dupα7 reduce 
significativamente casi todos los parámetros analizados relativos a la respuesta a PNU 







Figura 51: Análisis de distintos parámetros cinéticos relativos al incremento d fluorescencia (ΔF) generado 
por PNU 282987 y alto K+ en célula única. A) Registro del curso temporal del ΔF normalizado en respuesta a la 
aplicación de PNU 282987 (1 µM) en los 3 tipos celulares. Cada registro corresponde con 3 células de cada 
grupo. B y C) FRatio e Integral F inducidas por la estimulación del α7-nAChR con el agonista específico o por la depolarización celular con alto K+ (100 mM) en los 3 grupos de células. Los datos son media ± E.E.M. del total 









La tabla 16 recoge el análisis comparativo (ANOVA) de distintos parámetros 
cinéticos relativos a la señal de [Ca2+]i inducida por los anteriores estímulos en un 
número  mayor de células únicas (94 del grupo control, 57 pertenecientes al clon L1 y 33 
al clon N1). Así, junto al valor del ΔFRatio y la integral del área bajo la curva, expresadas 
ambas en u.a., se determinó el tiempo que tarda la señal en alcanzar el pico máximo 
(tiempo al pico), así como la velocidad de caída de la señal desde el pico hasta valores 
basales (), expresados ambos en segundos.  
 
 
Tabla 16: Parámetros farmacocinéticos de la señal de [Ca2+]i inducida PNU 282987 y alto K+ en célula única. 
 
  ∆F Ratio    (u.a) 
Integral 
  (u.a) 
Tiempo al pico 
        (s) 
 de caída 
      (s) 
PNU 282987     
    [1 µM] 
Control  0,11  0,01  28,1  1,1  11,5  0,3  33  2 
Clon L1  0,03 ± 0,003***  7,9 ± 0,3 
***  12,9  ± 0,7  24 ± 2 
Clon N1  0,02 ± 0,003*** 11,2 ± 0,7  14,7 ± 1,1  25  7 ** 
      K+   
[100 mM] 
Control  0,09  0,004  25,2  0,6  24,3  0,5  38  1 
Clon L1  0,11 ± 0,01  19,9 ± 0,7  21,3 ± 0,4  41 ± 2 
Clon N1  0,07 ± 0,01  18,2 ± 0,8  21,2 ± 0,7  49 ± 7 
Los datos son media  E.E.M de varias células pertenecientes a distintos cultivos; *** p < 0,001 y ** p < 0,05 respecto 
a células controles. 
 
 
Los resultados indican que los valores de FRatio, integral del area bajo la curva y 
 de la respuesta inducida por PNU 282987 son significativamente más bajos en las 
células de los dos clones que en células controles. No se encontraron diferencias 
significativas entre los clones y las células controles en relación al tiempo al pico de la 
respuesta mediada por PNU 282987, ni tampoco en relación a ninguno de los parámetros 
cinéticos de la respuesta inducida por alto K+. En conjunto, todos los anteriores resultados 
parecen indicar que la sobreexpresión de dupα7 solo está afectando al α7-nAChR y, 
consecuentemente, a la señal de [Ca2+]i generada por la estimulación de este receptor. Sin 
embargo, dicha sobreexpresión no modifica ninguna otra vía de entrada de Ca2+ a la 
célula (p. e., CCVD), ni tampoco la capacidad de respuesta celular a cualquier estímulo 





Dada la variabilidad de respuestas inducidas por PNU 282987 en el conjunto de 
células individuales estudiadas, se normalizó el valor de amplitud del Δ [Ca2+]i inducido 
por el agonista nicotínico en cada célula respecto al valor obtenido con alto K+ en la 
misma célula, al que se le asignó un valor del 100 %.  Con esta nueva representación se 
constata, una vez más y más rotundamente que con las representaciones anteriores, el 
bloqueo significativo de la señal de [Ca2+]i en respuesta a la activación selectiva del 7-
nAChR tras la sobreexpresión de dupα7. Así, mientras que el Δ[Ca2+]i normalizado 
inducido por PNU 282987 en células controles alcanzó un valor de 157  17 % respecto 
al producido por el alto K+ (100 %), las células con sobreexpresión de dup7 (clones L1 
y N1) solo respondieron con un Δ[Ca2+]i del 25  2 %  y  36  5 %, respectivamente (Fig. 
52). 




Figura 52: ΔCa2+ inducido por PNU 282987, 
expresado como porcentaje del obtenido por 
alto K+ en la misma célula (100 %). Los valores 
son media ± E.E.M. de células SH-SY5Y 
controles (n = 94), o pertenecientes a los clones 
L1 (n = 57) y N1 (n = 33); ***p < 0,001 tras 
comparar con el control. 





En conjunto, los datos de la señal de [Ca2+]i en célula única corroboran los 
obtenidos previamente en poblaciones celulares. En este punto nos preguntamos si estos 
resultados podrían tener repercusión a nivel de la neurosecreción. Los siguientes 
experimentos, realizados también en célula única y poblaciones celulares de SH-SY5Y, 









Como hemos mencionado anteriormente, el Δ [Ca2+]i produce la activación del complejo 
de proteínas SNARE lo cual desencadena la exocitosis vesicular y el vertido de su 
contenido (neurotransmisor) al espacio sináptico. Los siguientes experimentos fueron 
diseñados para evaluar como afectaba la sobrexpresión de dup7 al proceso exocitótico 
en células SH-SY5Y individuales. Se utilizó la sonda fluorescente FM1-43 para marcar 
externamente la membrana celular y, posteriormente, seguir el proceso de endocitosis y 
exocitosis de la membrana marcada en respuesta a la activación del α7-nAChR con 1 M 
de PNU 282987 [+1 M MAP]. El protocolo experimental seguido en estos experimentos 
guardaba mucho parecido al descrito previamente para el estudio de la señal de [Ca2+]i.  
En la figura 53 se muestran dos registros fluorimétricos originales obtenidos en 
una célula control y otra con sobreexpresión de dup7 (clon L1) sometidas a la 
estimulación sucesiva con PNU 282987 y alto K+. En la parte superior de cada uno de los 
dos registros se representa un gráfico que simula lo que acontece con la membrana 
plasmática y la vesícula en respuesta a cada estímulo, la endocitosis de la membrana 
celular generando una vesícula marcada con la sonda y la liberación de la sonda al 
espacio extraclular tras la fusión vesicular con la membrana plasmática (exocitosis).  
El registro original en la célula control (panel A) muestra como la señal 
fluorescente decae de forma progresiva en respuesta al agonista nicotínico como 
resultado de la liberación de la sonda al espacio extracelular durante la exocitosis 
vesicular. La aplicación de un segundo estímulo con alto K+ en la misma célula es 
incapaz de generar una respuesta exocitótica detectable al haberse agotado las vesículas 
marcadas con la sonda durante el estímulo del PNU 282987. El registro original en la 
célula con sobreexpresión de dup7 (panel B) difiere de forma notable con el anterior ya 
que la aplicación del agonista nicotínico no logra inducir el proceso de exocitosis y la 
consiguiente liberación de la sonda al espacio extracelular, algo que si consigue hacer el 
segundo pulso con alto K+ aplicado a continuación, el cual produce una caída clara de la 





               
 
  
Figura 53: Registros originales de la señal fluorescente generada por la sonda FM1-43 en respuesta a 
dos estímulos sucesivos (PNU 282987 y alto K+) aplicados a una célula SH-SY5Y control y otra con 
sobreexpresión de dup7 (clon L1). La sonda fluorescente, marcando la membrana celular, es endocitada 
junto a la vesícula por un pulso prolongado de alto K+ (100 mM, 4 min; ver Materiales y Métodos). La 
liberación de la sonda al espacio extracelular, en respuesta al agonista nicotínico o al alto K+, produce la caída 




La descarga de la sonda al espacio extracelular en respuesta a PNU 282987, que 
refleja el proceso exocitótico inducido por el agonista, fue analizada en células controles 
(n = 17), células del clon L1 (n = 23) y células del clon N1 (n = 15). El curso temporal de 
descarga de la sonda, en respuesta al estímulo aplicado en la célula, se expresó como 
porcentaje de la señal fluorescente máxima (100 %) generada por la sonda antes de la 
aplicación del estímulo (Fig. 54). Los valores medios ± E.E.M. de exocitosis obtenidos en 
cada grupo de células fueron los siguientes: 20,5  1,8 % (control); 2,1  0,7 % (L1) y 6,5 
 1,6 % (N1), respectivamente. El análisis estadístico de los datos indica que la 
sobreexpresión de dup7 provoca una reducción de la exocitosis, estadísticamente 
significativa, respecto a la observada en células control (Fig. 56B). Estos datos son 
congruentes con nuestro hallazgo previo relativo a la disminución de la señal de [Ca2+]i 
inducida por PNU 282987 en los clones L1 y N1 respecto a la señal generada por el 
mismo estímulo en células controles (Fig. 51).  
 
                                               
 
Figura 54: Descarga de FM1-43 inducida por PNU 282987 en células SH-SY5Y controles o con sobreexpresión 
de dupα7. A) Curso temporal de la caída de la señal fluorescente, reflejando la liberación de la sonda al espacio 
extracelular y la exocitosis, en respuesta a PNU 282987 (1 µM) aplicado a células controles (n = 3) y células de los 
clones L1 (n = 3) y N1 (n = 4). La señal fluorescente, antes de aplicar el estímulo (Fo), representa el valor máximo de 
fluorescencia (100%). La flecha indica el momento de aplicación del estímulo. B) Porcentaje de exocitosis inducida por 
el agonista nicotínico en cada grupo celular; los valores representan la media  E.E.M de las células analizadas. ** p < 








2.5	 Efectos	 de	 la	 sobreexpresión	 de	 dup7	 y	 del	 silenciamiento	 génico	 de	
dup7	endógeno	sobre	 la	 liberación	de	dopamina	en	poblaciones	de	células	
SH‐SY5Y.	
El efecto de la sobreexpresión de dup7 sobre la exocitosis en célula SH-SY5Y única nos 
condujo a explorar si dicho efecto se reproducía a nivel de la liberación del 
neurotransmisor (dopamina, DA) en poblaciones de estas mismas células. Si la respuesta 
era afirmativa, y el dup7 endógeno desempeña algún papel en la neurotransmisión, 
cabría pensar que el silenciamiento de esta subunidad se traduciría en un incremento d la 
respuesta secretora celular mediada por el 7-nAChR.  
Los siguientes experimentos arrancaron con la transfección de células SH‐SY5Y 
controles con tres ARN de interferencia de pequeño tamaño (siRNA) diseñados para 
silenciar, específicamente, el gen CHRFAM7A (siRNA-1, siRNA-2 y siRNA-3). Como 
control negativo del silenciamiento, se transfectó también un tercer siRNA (siRNA 
control) que no reconoce la secuencia nucleotídica del gen. La Tabla 12 muestra las 
secuencias de las 4 parejas de oligos de siRNA utilizados en este trabajo. El grado de 
silenciamiento del dup7 producido por cada pareja de siRNA se comprobó por qPCR y 
por inmunoblot. Los resultados de ambos análisis revelan que mientras el siRNA-2 se 
mostró ineficaz para silenciar el gen, las parejas siRNA-1 y siRNA-3 reducían 
significativamente el nivel de expresión del ARNm (Fig. 55A) y de la proteína (Fig. 55B) 
de dup respecto a los valores de expresión obtenidos en células no transfectadas o 
transfectadas con el siRNA control. A pesar de que los genes CHRFAM7A y CHRNA7, 
que codifican para dup7 y 7, presentan una elevada homología en sus secuencias 
nucleotídicas, los siRNA-1 y siRNA-3 se muestran selectivos para silenciar el primer gen 
y no el segundo, tal como se deduce por su falta de efecto para silenciar la expresión del 
α7 ARNm (Fig. 55A). La misma figura muestra como la expresión del CHRNA7 tampoco 
se ve afectada por ninguna de las otras dos parejas de siRNAs (siRNA-2 y siRNA 
control). Dado que el siRNA-1 fue ligeramente más eficiente que el siRNA-3 para 
silenciar el CHRFAM7A, tanto a nivel del mensajero como de la proteína, se selecciónó el 
primero para analizar la repercusión que el silenciamiento del dup7 endógeno tenía 








Figura 55: Silenciamiento del gen CHRFAM7A por distintos siRNAs en poblaciones celulares de SH-SY5Y. A) 
Expresión normalizada de los transcritos de dupα7 y α7 tras la transfección celular con tres parejas de siRNAs 
específicos para el gen CHRFAM7A que codifica para dupα7 ARNm, o la transfección de un siRNA no específico para 
el gen (siRNA control). B) Inmunoblot representativo mostrando el efecto de las 4 parejas de siRNAs sobre la 
expresión de la proteína dupα7.  Los datos de ambas graficas son media ± E.E.M. de 3 cultivos diferentes transfectados 
con todos los siRNAs. * p < 0,05; ** p < 0,01 tras comparar con células sin transfectar. 
 
Los siguientes experimentos se realizaron para determinar, por ELISA, la 
secreción de DA inducida por dos estímulos [PNU 282987 (+ MAP) y alto K+] aplicados 
a tres poblaciones celulares de SH-SY5Y: sin transfectar, con sobreexpresión de dup7 
(clon N1) o con el dup7 endógeno silenciado por el siRNA-1 (Fig. 56). La liberación 
neta de DA, en respuesta a la activación del α7-nAChR, en 3 cultivos diferentes fue de 
430 ± 117 pg/mg (no transfectadas), 161 ± 28  pg/mg (clon N1) y 916 ± 172 pg/mg 
(transfectadas con siRNA-1) (Fig. 56A). Tanto la reducción de la secreción del 
neurotransmisor en las células con sobreexpresión de dupα7, como la potenciación de la 
misma tras el silenciamiento de la subunidad, mostraron diferencias significativas 
respecto a la secreción de DA inducida por PNU 282987 en células sin transfectar. Las 
diferencias entre las tres poblaciones celulares no se aprecian cuando se cuantifica la 
liberación de DA inducida por el pulso despolarizante de alto K+ [100 mM]. La figura 58 
B muestra los valores de secreción de DA, respecto a la secreción evocada por alto K+ en 
células no transfectadas (100 %), en respuesta a la aplicación de los dos estímulos en los 





                    
 
 
Figura 56: Efecto de la sobreexpresión o el silenciamiento de dup7 sobre la secreción de DA inducida por 
la activación del 7-nAChR en poblaciones celulares de SH-SY5Y. Se utilizaron tres poblaciones celulares: 
no transfectada, con sobreexpresión de dupα7 (clon N1) o con el gen CHRFAM7 silenciado (siRNA-1). A) 
Secreción neta de DA inducida por PNU 282987 o alto K+; la secreción fue determinada por técnicas de ELISA y 
referida a la cantidad de proteína de la población celular ensayada. B) Secreción de DA inducida por los 
diferentes estímulos tras ser normalizada respecto a la secreción evocada por alto K+ en células no transfectadas 
(100 %). Los datos de las dos graficas, representando la media  E.E.M de 3 cultivos diferentes, fueron 
analizados por ANOVA con objeto de establecer las diferencias entre grupos. * p < 0,01 respecto a células no 




Si los anteriores resultados, obtenidos en SH-SY5Y, pudieran extrapolarse a otros 
tipos neuronales humanos, cabría la posibilidad de que la subunidad dup7 desempeñara 





3. LOS NIVELES DE EXPRESIÓN DE 7 ARNm 
CORRELACIONAN DE FORMA NEGATIVA CON LA GRAVEDAD 
CLÍNICA DEL PACIENTE DEPRESIVO. 
 
Una vez determinado el papel que ejerce dup7 sobre los 7-nAChRs en la 
neurotransmisión, sumado a la función que los 7-nAChRs desempeñan en el control de 
la respuesta inflamatoria, nos preguntamos si la expresión de ambas subunidades podría 
contribuir a la gravedad de la depresión, puesto que, ambas funciones fisiológicas están 
implicadas en la etiopatogenia de la depresión. Para ello, se realizó un estudio piloto con 
un grupo de pacientes depresivos. 
La muestra poblacional de la que se dispuso estuvo compuesta por 1) un grupo 
control de 33 individuos sanos, de los cuales 14 fueron hombres (42,4 %) y 19 mujeres 
(57,6 %) y 2) un grupo de 24 pacientes depresivos que constó de 3 hombres (12,5 %) y 
21 mujeres (87,5 %). En la tabla del anexo 3 se resumen características clínicas de los 
pacientes.  
Para corroborar en nuestra muestra poblacional el estado inflamatorio basal 
descrito en la literatura, durante la primera visita de los pacientes depresivos midieron las 
citoquinas IL-6, IL-1, IL-10 y TNF. Los resultados mostraron un aumento en los niveles 
de citoquinas (pg/ml) en el conjunto de pacientes depresivos (Tabla 17). 
          
 
 
Para el análisis de la expresión génica de las subunidades nicotínicas 7 y dup7, 
se extrajo el ARNm de células sanguíneas tanto de los pacientes depresivos como de los 
individuos del grupo control. Los niveles de dichos transcritos fueron normalizados al 
valor medio obtenido de un conjunto de individuos sanos que fue tomado como la unidad. 
La gravedad de la depresión fue establecida con la escala de Hamilton, cada paciente fue 
evaluado mediante esta herramienta en las distintas visitas al Servicio de psiquiatría del 
 Control Depresivos   
Tabla 17: Niveles de citoquinas en 
sangre. Los datos se representan como la 
media  E.E.M. (pg/ml) de los grupos 
señalados. * p < 0,05 
 
TNF  10  7 19  3* 
IL-6  38  14 39  3 
IL-10  21  15 54  10 




Hospital la Paz. Para el estudio de la asociación entre ambos parámetros (expresión 
génica y gravedad), se procedió al estudio cuantitativo de la correlación entre dichos 
niveles de expresión y la puntuación obtenida en la escala de Hamilton. 
El resultado mostró una excelente correlación inversa de las dos variables (r: -
0,72). En la representación gráfica de dicha correlación (panel A, Fig. 57), se observaron 
unos puntos discordantes de la tendencia general del resto (puntos rojos). Estos valores de 
7 ARNm correspondían a los pacientes refractarios al tratamiento, quienes 
representaron un 16,6 % del conjunto de pacientes. Este subgrupo de pacientes presentó 
una media de 7 ARNm de 27  19 con un promedio de una puntuación de Hamilton de 
15  4.  Los niveles de 7 y dup7 ARNm del mencionado subgrupo fueron excluidos de 
los siguientes análisis estadísticos. Descartando dichos datos, la correlación mejoró hasta 
alcanzar el valor de r: -0,84 (Panel A, figura 57). En contraposición, la expresión del gen 
CHRFAM7A no presentó correlación con la situación clínica de los pacientes (r: 0,07) 
(Panel B, figura 57).  
Para un análisis cualitativo más representativo, se estratificaron los datos de 
acuerdo a la puntuación obtenida en la escala Hamilton quedando agrupados en las 
siguientes categorías: (Entre paréntesis se indica el número de datos que constituye cada grupo) 
 
 0 a 7: “No deprimidos” (n = 16) 
 8 a 18: “Depresión ligera a moderada” (n = 14) 
 19 a > 23: “Depresión severa a muy severa” (n = 15) 
              
Los resultados estadísticos indicaron que cuando los pacientes se encontraban en 
estado eutímico, por tanto agrupados como “No deprimidos”, poseían una fuerte 
expresión de 7 ARNm (19,4  4,0) que alcanzó diferencias significativas tanto con el 
grupo Control (1,04  0,14) como con los grupos “Depresión moderada” y “Depresión 
severa”. A pesar de su estado clínico, los pacientes agrupados en las categorías 
“Depresión moderada” y “Depresión severa” no presentaron diferencias significativas 
comparados con el grupo Control. Sí se produjeron diferencias significativas entre los 
niveles de 7 ARNm de los grupos “Depresión moderada” y “Depresión severa”. Este 
hecho resalta la correlación entre la gravedad de la depresión y la expresión de 7 ARNm 





                     
Figura 57: Representación cuantitativa y cualitativa de la correlación entre los niveles de 7 y dup7 ARNm en 
los pacientes depresivos. A) Diagrama de correlación entre 7 ARNm y la puntuación obtenida en la escala de 
Hamilton. En rojo, se muestran los puntos correspondientes a los niveles de 7 ARNm de pacientes resistentes al 
tratamiento. B) Diagrama de correlación entre dup7 ARNm y la puntuación obtenida en la escala de Hamilton. C) 
Estudio cualitativo de la relación entre 7 ARNm y la situación clínica del paciente. Nótese el incremento de 7 
ARNm en los pacientes clasificados como “No deprimidos” frente a los grupos “Depresión moderada” y “Depresión 
severa”. D) Estudio cualitativo de la relación entre dup7 ARNm y la situación clínica del paciente. Los valores se 
representan como la mediana (línea horizontal) y los percentliles 5 y 90 (barras verticales). *** p < 0,001 comparado a 





Es importante señalar que, a pesar de no existir diferencias significativas, el 
promedio del grupo “Depresión severa” supuso una reducción del 34 % en la expresión 
génica de CHRNA respecto al grupo control (Panel C, figura 57). El estudio cualitativo de 
la expresión de dup7 ARNm no mostró diferencias significativas entre los diferentes 
grupos de pacientes ni comparados con el grupo control (Panel D, figura 57). 




conjunto de los datos, nos preguntamos si haciendo un seguimiento individualizado de 
cada paciente, se observaría esta correlación de forma tan contundente. Para ello, se 
realizó una correlación entre los valores 7 (diferencia entre los niveles de expresión de 
7ARNm de la 1ª visita y los niveles de la 2ª) y Hamilton (diferencia entre la 
puntuación obtenida en el test Hamilton en la 1ª visita y la 2ª). Se obtuvo una correlación 
altamente significativa (r: -0,8293) (Fig. 58) poniendo de manifiesto la relación entre 
ambos paramétros no solo a nivel poblacional sino también a nivel individual.   
 
                    
Figura 58: Representación de la relación intraindividual de 7 ARNm y la gravedad del paciente. Cada 
punto corresponde con la diferencia entre los valores de Hamilton obtenidos en las 2 primeras visitas del paciente 
frente a la diferencia de los niveles de 7 ARNm obtenidos en dicho momento. Para una mejor visualización de 
la correlación de 7 ARNm y la gravedad de los pacientes, se representó el nivel de expresión de 7ARNm junto 
a la puntuación de Hamilton individualmente (Fig. 59). 
 
 
Esta asociación entre 7 ARNm y la gravedad de la depresión, indica que la 
expresión de 7 ARNm puede ser un buen marcador del proceso evolutivo de la 
enfermedad, de tal forma, que los pacientes con un buen control de la respuesta 
inflamatoria presentaban menor gravedad. 
Por ello, en los siguientes experimentos nos planteamos observar la modulación 
de la expresión de las subunidades 7 y dup7 ARNm, en células neuronales y de 








Figura 59: Representación de los niveles de 7 ARNm de los pacientes de forma individual junto con la 
puntuación obtenida en la escala de Hamilton (número enmarcado) en sendas visitas. Nótese que los pacientes 
cuya situación clínica mejoró (A) en la 2ª visita (menor puntuación con Hamilton) aumentaron sus niveles de 7 
ARNm. Aquellos que por el contrario su estado se agravó o se mantuvo grave (B), vieron disminuidos la expresión 
de dicho transcrito. Los pacientes que clínicamente se agruparon como “No respondedores” (C), cuya puntuación 
en la escala de Hamilton los engloba en los grupos de “Depresión moderada“ y/o “ Depresión severa”, mantuvieron 








4. MODULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DE 7  Y  dup7 
POR MEDIADORES INFLAMATORIOS. 
 
La asociación observada entre los niveles de expresión de 7 ARNm y la gravedad de la 
depresión, nos llevó a estudiar el efecto de  mediadores inflamatorios sobre la expresión 
de dicho transcrito en células neuronales y de microglía que pueda reflejar el efecto de la 
inflamación en células de SNC, como estaría sucediendo en la depresión. Por otro lado, el 
efecto modulador de dup7 sobre la actividad del 7-nAChR, nos llevó a estudiar la 
posible modulación de su expresión por estos mismos estímulos inflamatorios. Para ello, 
las células fueron estimuladas durante 24 h con concentraciones altas de diferentes 
citoquinas para mimetizar un estado inflamatorio agudo. La expresión de las subunidades 
7 y dup7 fue medida mediante qPCR y normalizada respecto a la expresión de las 
células sin tratar (control). 
En las células SH-SY5Y, se observó la redución del 7 ARNm tras la 
estimulación con las citoquinas proinflamatorias IL-6 (0,8  0,07) y TNF (0,69  0,08) 
obteniendo diferencias significativas respecto a las células control. El efecto de dichas 
citoquinas sobre dup7 ARNm fue nulo, no lográndose diferencias significativas con 
ningún estímulo (Fig. 60). 
Las células de microglía C13NJ mostraron un patrón de expresión diferente entre 
las subunidades nicotínicas 7 y dup7 en respuesta a los distintos estímulos (Fig. 62). 
De esta forma, se observó una dramática reducción de 7 ARNm con IL-6, TNF e IL-
1β (0,16  0,02; 0,12  0,01; 0,24  0,04, respectivamente) tras las 24 h de estímulo. 
Aunque no alcanzó diferencias significativas, sí se observó una tendencia al alza de 7 
ARNm tras el estímulo con la citoquina antiinflamatoria IL-10. Respecto al efecto 
provocado por las citoquinas sobre la expresión de dup7 ARNm no se alcanzaron 
diferencias significativas comparadas con las células control, aunque se observa un leve 
aumento en la expresión de dicho transcrito tras la incubación con la citoquina 












Figura 60: Representación de la expresión de 7 y dup7 ARNm  de las células SH-SY5Y. Los valores se 





Figura 61: Representación de la expresión de 7 y dup7 ARNm  de las células C13NJ. Los valores se representan 











5. MODULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DE LAS 
DISTINTAS SUBUNIDADES NICOTÍNICAS POR FÁRMACOS 
ANTIDEPRESIVOS.  
 
Dada la limitación de acceder a cultivos primarios de microglía humana y/o a la falta de 
líneas inmortalizadas de este tipo celular, no existe literatura que caracterice la expresión 
de nAChR por parte de estas células (excepcto 7-nAChR). De este modo, los resultados 
siguientes adquieren gran relevancia, no solo por su posible implicación fisiopatológica, 
sino también por su destacada novedad en la caracterización de la microglía humana. 
Aunque la relación entre la patología de la depresión y los nAChRs parece estar 
soportada por diversas observaciones que han llevado a proponer su implicación en la 
misma, aún no están claros los efectos que poseen los tratamientos antidepresivos sobre 
la expresión génica de estas subunidades. En nuestros experimentos, quisimos comprobar 
si estos fármacos pueden actúar sobre la expresión de las subunidades nicotínicas y estar 
ejerciendo su acción antidepresiva por mecanismos alternativos al modo de acción 
descrito para ellos. Las células fueron incubadas con los distintos fármacos durante 24 h, 
48 h y 7 días, tras los cuales se procedió a la extracción de ARNm. La cuantificación de 
los niveles de expresión de las distintas subunidades fue realizada mediante su 
amplificación con cebadores específicos y normalizada respecto a la expresión basal  de 
las células sin tratar (control). 
 La estimulación con los antidepresivos, tanto con los clásicos, imipramina (ATC) 
y tranilcipromina (IMAO), como con los inhibidores de recaptación de 5-HT (fluoxetina) 
o NA (reboxetina), las modificaciones más relevantes se dieron sobre la expresión de las 
subunidades 7 y dup7 las (Fig. 62).  
La incubación con imipramina (10 M) provocó un incremento en la expresión de 
7 ARNm hasta superar 3 veces la expresión basal, tanto en las células SH-SY5Y en las 
C13NJ (Fig. 62) durante las primeras 48 h. Pasado este tiempo, la expresión se normalizó 
hasta alcanzar valores basales. La subunidad dup7, en las SH-SY5Y, mantuvo el mismo 
patrón de comportamiento que 7 ARNm, aumentando de forma significativa. Mientras 
que en las células C13NJ, imipramina no afectó a la expresión de dup7 ARNm.  
Por el contrario, el antidepresivo tranilcipromina (10 M) solo afectó de manera 




de 7 ARNm a los 7 días del tratamiento, mientras que no se observaron cambios en 
dup7 ARNm (Fig. 62).  
 
                      
 
Figura 62: Representación de la expresión normalizada de ARNm de las subunidades 7 y dup7 
tras los estímulos de imipramina, tranilcipromina, fluoxetina y reboxetina. Los valores se representan 




Los antidepresivos más utilizados actualmente corresponden con inhibidores de la 
recaptación de neurotransmisores, entre ellos, la fluoxetina (inhibidor de la recaptación de 
5-HT) y la reboxetina (inhibidor de la recaptación de NA). En los experimentos in vitro 
llevados a cabo en las SH-SY5Y, la fluoxetina (1 M) mostró una tendencia a disminuir 




respecto a las células control. Por el contrario, las células C13NJ respondieron con un 
incrementó notable de 7 ARNm tras 48 h de estímulo (Fig. 62). En ambos tipos 
celulares, reboxetina (10 M) no modificó la expresión de 7 y dup7 de manera 
notable. 
En relación al resto de subunidades nicotínicas (3, 5, 9, β2 y β4) resultó 
llamativo que, en las células SH-SY5Y, dichas subunidades no sufrieron modificaciones 
en su expresión tras la aplicación de estos 4 fármacos antidepresivos, con la excepción de 
la subunidad 9 (Fig. 63). La expresión de esta última subunidad aumentó 
significativamente con 3 de los 4 antidepresivos ensayados, reboxetina no mostró efecto. 
En las C13NJ, la incubación con imipramina produjo cambios en la expresión de las 
subunidades 3, 9, β2 y β4. Se produjo un incremento en los niveles de expresión de 
3, 9 y β2 ARNm desde las primeras 24 h de estímulo. Este efecto se mantuvo durante 
los 7 días de ensayo. La subunidad β4 también aumentó en respuesta a imipramina pero 
tras 48 h de estímulo para volver a valores basales en ensayos a largo plazo (7 días). Esta 
misma subunidad incremento de forma significativa ante la incubación con fluoxetina y 
reboxetina. En la células C13NJ, el inhibidor selectivo de recaptación de NA, reboxetina, 
produjo un incremento de 9 y β2. A diferencia de lo obtenido con imipramina, el 
incremento fue transitorio y no sostenido a lo largo de los días, volviendo a valores 
basales a las 48 h. 







Figura 63: Representación de la expresión normalizada de ARNm de las subunidades 3, 5, β2 y β4. Los 




  Como se ha mencionado en Materiales y Métodos, uno de los criterios para la 
elección de las concentraciones usadas fue el hecho de que éstas no causaran muerte 
celular en ensayos in vitro. Todos los fármacos antidepresivos se utilizaron a 10 M, 
excepto fluoxetina. La aplicación de fluoxetina a 10 M causó una disminución de la 
proliferación celular en ambos tipos celulares (33  0,5 % en las SH-SY5Y y 42  3 % en 
las C13NJ) por lo que, dicha concentración fue deshechada para los estudios de 
modulación génica. El resto de fármacos, no solo no produjeron muerte celular, sino que 








                   SH-SY5Y                                          C13NJ 
24 h 48 h 7 d 24 h 48 h 7 d 
Imipramina  114  8 77  1 102  6 148  3a 98  8 92  19 
Tranilcipromina 149  14a 137  8a 137  9b 101  4 121  6 88  20 
Fluoxetina 155  8a 120  5 76  3 101  7 121  6 100  7 
Reboxetina 114  5 79  12  83  8 92  2 121 10 81  8 
 
Tabla 18: Cuantificación de la proliferación celular medida mediante el ensayo MTT. Expresada como 
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El trabajo de investigación desarrollado en esta Tesis se ha centrado en el estudio del 
papel fisiopatológico del 7-nAChR, analizando el mecanismo por el que las 
subunidades α7 interaccionan con subunidades dupα7 en células de mamífero, así como 
las posibles consecuencias funcionales de dicha interacción, a nivel de la 
neurotransmisión. Por otra parte, se ha explorado la posible implicación en la 
neuroinflamación mediante el uso de células de microglía y la realización de un estudio 
piloto en pacientes depresivos.  
Nuestros resultados en células de mamíferos muestran que las dos subunidades 
nicotínicas interaccionan físicamente entre sí constituyendo un nuevo receptor mixto 
α7dupα7-nAChR, capaz de migrar a la membrana celular. La formación de esste nuevo 
receptor tiene una clara repercusión funcional en la neurotransmisión, disminuyendo el 
volumen final de neurotransmior liberado mediante la activación específica de 7-
nAChR. Este efecto se debe a la incapacidad de unión del ligando a estos nuevos 
receptores, así como, a una reducción de 7-nAChR homoméricos en membrana por 
retención de subunidades 7 en el RE. 
Adicionalmente, nuestro trabajo incluye la caracterización de la expresión de las 
diferentes subunidades nicotínicas en una línea de microglía humana y su posible 
implicación en la etiopopatogenia de la depresión mediante el control de la respuesta 
inflamatoria mediada por el 7-nAChR.  















1.	 Identificación	 de	 un	 nuevo	 receptor	 nicotínico	 heteromérico:	 7dup7‐
nAChR.		
 El uso de construcciones episomales conteniendo proteínas de fusión (GFP y Cherry) 
para marcar las subunidades dup7 y 7 nos permitió conocer su distribución celular. 
Nuestros resultados, en células GH4C1 transfectadas, indican que las subunidades 7 y 
dup7 tienen diferente localización celular cuando son expresadas de forma individual. 
La subunidad 7 es altamente expresada en membrana mientras que dup7 es, 
principalmente, localizado en el área submembranal que probablemente coincide con su 
retención en el RE (Paneles A y B; Fig. 38). Esto concuerda con el hecho de que la 
subunidad dup7 carece del péptido señal que permite la migración a membrana 
citosólica (Gault y col. 1998). Esta diferencia de acceso a la membrana, entre las dos 
subunidades, ya fue observado por nuestro grupo en ovocitos (de Lucas-Cerrillo y col. 
2011). Sin embargo, la expresión de 7 en membrana es modulable mediante la 
interacción con dup7. Así, nuestros resultados evidenciaron una disminución 
significativa de 7 en membrana en células GH4C1 cotransfectadas (Panel C, Fig. 38) 
que podría deberse a un secuestro de dicha subunidad en el RE. De esta forma, la primera 
posibilidad es, que dup7 interacciona con el tráfico celular de 7 hacia membrana, 
impidiendo su acceso a la misma. Esta posibilidad ha sido propuesta por distintos autores 
(de-Lucas-Cerillo y col. 2011, Araud y col. 2011). A pesar de ello, la formación de 
receptores mixtos 7dup7-nAChR y localización en membrana citosólica es compatible 
con este efecto.  
Para la demostración de la existencia de estos receptores heteroméricos, primero 
hubo que identificar la interacción física entre las subunidades. Este objetivo se alcanzó 
con la técnica de FRET. En los tres tipos celulares, GH4C1, RAW264.7 y SH-SY5Y, en 
los que se realizaron dichos experimentos, se demostró la interacción física entre 7 y 
dup7 (Figs. 41, 42 y 43). La eficacia obtenida (% FRET) en la formación de receptores 
heteroméricos fue diferente entre los distintos tipos celulares. Este resultado, 
probablemente, se debe a las características intrínsecas de cada tipo celular. Así, por 
ejemplo, hay que recordar que las células GH4C1 son un buen modelo de expresión 
heteróloga para 7-nAChR puesto que no posee endógenamente ninguna de las dos pero 
sí la chaperona RiC-3 (Sweileh y col., 2000; Mexal y col., 2010; Lee y col., 2009). Sin 
embargo, las células RAW 264.7 presentan una buena expresión endógena del receptor 
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α7 nAChR (Li y col., 2009) pero al ser células murinas carecen del gen CHRFAM7A, 
obteniendo así un modelo intermedio donde estudiar la formación del receptor 
heteromérico. El último paso, nos llevó al uso de las células neuronales SH-SY5Y que 
presentan de forma endógena la expresión de ambas subunidades. Las células SH-SY5Y 
fueron las células con menor eficiencia en la formación de receptores mixtos (Fig. 43), 
probablemente debido a que hay una mayor competencia para interaccionar entre las 
subunidades transfectadas y las subunidades endógenas, lo que conlleva un alto número 
de combinaciones posibles. Otra característica, que podría estar interfiriendo en la 
diferente eficiencia lograda, es la expresión endógena de chaperonas que faciliten el 
ensamblaje de los receptores. En todos los casos, la eficiencia de FRET aumentó cuando 
la molécula donadora de energía (GFP) era portado por la construcción con dup7, 
puesto que la expresión de esta subunidad suele ser menor (por su baja tasa de 
traducción) y, por tanto, es mayor la probabilidad de tener 7-Cherry adyacentes a ella 
(Wang y col. 2014).  
En base a estos resultados, junto con la coexpresión endógena de las subunidades 
7 y dup7 descrita en múltiples tipos celulares y tejidos diferentes (Costantini y col. 
2015) y la expresión en sistemas heterólogos (de Lucas-Cerrilo y col. 2011, Benfante y 
col. 2011;  Wang y col. 2014, se podría afirmar que la existencia de 7dup7-nAChR 
nativos sí resulta una posibilidad factible. Diversos autores han propuesto, con 
anterioridad, este hecho (Villiger y col. 2002; Benfante y col. 2011). 
Mediante estudios con citometría de flujo, demostramos, por primera vez, la 
formación del 7dup7-nAChR. Aunque los resultados por FRET podrían interpretarse 
como resultado positivo de la presencia de este receptor, lo cierto es que dicha interacción 
podría darse a nivel submembranal y que 7dup7-nAChR no llegase a membrana. Para 
ratificar la existencia de dicho receptor mixto y su identificación, utilizamos un protocolo 
de marcaje extracelular. A través del epítopo myc, situado en el C-terminal de la 
subunidad dup7, pudimos identificar la localización de esta subunidad,dup7-myc en 
membrana al marcar las células con el anticuerpo anti-myc sin una permeabilización 
previa. Esto significa que, la subunidad dup7-myc se encuentra ubicada en membrana 
citosólica y, para ello, debe estar formando parte de un receptor mixto. De esta forma, 





Además, con estos experimentos se realizó la primera aproximación empírica a la 
consecuencia funcional de la expresión de 7dup7-nAChRs en membrana celular. En 
concordancia con resultados previos de nuestro grupo (de Lucas-Cerrillo y col. 2011), 
nuestros datos revelaron que la expresión de dup7-myc o dup7-Cherry fue capaz de 
reducir el número de 7-nAChRs funcionales (marcados con -Bgtx-Alexa 488) en la 
membrana citosólica de células RAW 264.7 (Fig. 44). Este efecto, podría deberse al 
secuestro de subunidades 7 en el RE y/o a la formación de 7dup7-nAChR incapaces 
de unir el ligando. Actualmente, solo un estudio con células THP-1, monocitos humanos, 
ha indicado el efecto contrario, es decir, que la sobreexpresión de dup7 causó un 
aparente incremento de los sitios de fijación de -Bgtx (Costantini y col. 2015). Sin 
embargo, dichos autores ignoran que estudios previos con células THP-1 mostraron que, 
aunque estas células poseen el gen CHRNA7, no son capaces de transcribirlo a ARNm, 
por lo que finalmente, carecen de la proteína resultante (Benfante y col. 2011). Nuestro 
grupo ha demostrado que los monocitos humanos (obtenidos de sangre periférica de 
donadores), sí expresan 7 ARNm (Cedillo y col. 2014) pero tienen una señal casi 
indetectable de -Bgtx (Maldifassi y col. 2014). Únicamente, cuando son diferenciados a 
macrófagos alcanzan una expresión de 7-nAChR detectable mediante -Bgtx 
(Maldifassi y col. 2014).  
 
2.	Obtención	de	clones	de	células SHS-Y5Y con sobreexpresión de dup7. 
La generación de líneas celulares con expresión estable de un gen de interés es esencial 
en un amplio rango de aproximaciones experimentales para el estudio funcional de genes, 
caracterización de nuevos fármacos o producción de proteínas recombinantes (Grimm 
2004; Wurm 2004). Entre las opciones más sencillas de proceder para la obtención de una 
línea celular, con expresión estable, se encuentra la transfección de vectores eucariotas. 
Estos portan los elementos necesarios para el mantenimiento del plásmido en el 
citoplasma celular. Sin embargo, la estabilidad episomal es a menudo limitada, lo que 
conlleva a una pérdida gradual del vector transfectado. Para evitar este hecho y 
seleccionar solo células que han integrado el gen de interés en el ADN cromosómico, se 
someten a las células a una incubación con antibióticos selectivos. La resistencia a dichos 
fármacos proviene de las enzimas codificadas por genes que porta el propio plásmido. Tal 
es el caso del vector  pcDNA3.1/myc-His usado en este trabajo para la transfección de 
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dup7, que porta la enzima neomicina fosfotransferasa que confiere resistencia al 
antibiótico (G418) (Siuthern y Berg 1982).  
La selección de la construcción dup7.pcDNA3.1/myc-his para los estudios 
funcionales, frente a las construcciones con proteínas fluorescentes, fue debida a las 
características del epítopo c-myc. Aunque ha quedado demostrada la migración de 
dup7-Cherry a membrana mediante los ensayos de colocalización y citometría de flujo, 
el elevado tamaño de mCherry (236 aa) podría interferir en la correcta función del 
receptor 7dup7-nAChR. Por lo que, se decidió utilizar una construcción con un 
“marcador” más pequeño que evitara alteraciones en la interacción y migración de los 
receptores formados. El pro-oncogen c-myc, utilizado como epítopo, consta de solo 10 aa 
reuniendo así las características requeridas. Además, como ya se ha mencionado, se 
encuentra localizado en el extremo C-terminal de la subunidad dup7 permitiendo su 
detección extracelular sin necesidad de permeabilizar las células. Una vez seleccionada la 
construcción, procedimos a transfectar la línea celular SH-SY5Y. Este tipo celular es un 
modelo neuronal muy utilizado en neurobiología por sus características similares a 
neuronas dopaminérgicas (Kovalevich y Langford 2013). Los métodos de transfección 
elegidos fueron lipofección y nucleofección. Mientras que el primero es un método 
químico, basado en la formación de liposomas que envuelven al plásmido y lo 
transportan al interior celular, el segundo es una combinación de la electroporación 
clásica y el uso de “bufferes” específicas para cada tipo celular. Nuestros resultados 
indican que ambos métodos presentan diferencias en la eficiencia. Así pues, la 
nucleofección obtuvo un mayor porcentaje de eficiencia frente a la lipofección. Estos 
datos están en concordancia con las observaciones de otros autores en diferentes líneas 
celulares de mamíferos (Maurisse y col. 2010; Hashemi y col. 2012; Sharifi y Tabar 
2015). El parámetro utilizado para determinar la eficiencia fue el número de clones 
positivos respecto al número de clones recogidos. La nucleofección consiguió un número 
superior de clones positivos frente a la lipofección (Sharifi y Tabar 2015). 
Adicionalmente a este parámetro, la nucleofección permitió un incremento mayor en la 
expresión de dup7 ARNm en sus clones (Panel B, Fig. 46). Este efecto podría deberse a 
las diferencias en la abundancia y distribución intracelular del plásmido observadas entre 
ambos métodos (Magin y col. 2013). De hecho, se ha observado una mayor 
concentración de plásmido en citoplasma de células lipofectadas frente a la cantidad 




episoma en el ADN cromosómico de las células tras la lipofección, manteniéndose el 
plásmido extranuclear (Magin y col. 2013). 
A pesar de la diferencia en la expresión de ARNm obtenida tras ambos métodos 
de transfección, no obtuvimos diferencias significativas en los niveles proteicos de la 
dup7-myc entre los dos clones (Panel E, Fig. 46). De manera general, la aceptación del 
Dogma De Biología Molecular nos lleva a correlacionar los niveles de expresión de 
ARNm y proteína. Sin embargo, a menudo, los niveles de expresión de proteínas 
correlacionan pobremente con la expresión del ARNm (Vogel y Marcotte 2012; Ly y col. 
2014). Este hecho puede deberse a la traducción de ARNm a proteína está condicionada 
por diferentes factores, entre ellos, la abundancia del transcrito, la proporción presente de 
polisomas (denominada “ocupación ribosomal”), la densidad de ribosomas y la velocidad 
de síntesis de la proteína (Arava y col. 2003; Beilharz y Preiss 2004; Beyer y col. 2004; 
Brockmann y col. 2007).  
3.	 El	 nuevo	 7dup7‐nAChR	 tiene	 consecuencias	 funcionales	 a	 nivel	 de	 la	
neurotransmisión.	
La relevancia fisiopatológica de la existencia de este nuevo receptor viene dada por la 
consecuencia funcional sobre las actividades realizadas por 7-nAChR a nivel de la 
neurotransmisión. En este trabajo de Tesis se observa, por primera vez, el efecto 
fisiológico sobre la neurotransmisión consecuencia de la interacción de las subunidades 
7 y dup7. La base del estudio fue el acoplamiento dado entre el incremento de [Ca2+]i 
y la exocitosis vesicular de los neurotransmisores. Partiendo de los clones de 
sobreexpresión estable de dup7, se realizaron curvas dosis-respuesta de incremento de 
[Ca2+]i inducido por un estímulo específico para el 7-nAChR en poblaciones celulares. 
La especificidad vino dada por el uso de un agonista selectivo, PNU 282987 (Hajos y col. 
2005), así como de un MAP tipo II exclusivo  para dicho receptor; PNU 120596 (Hurst y 
col. 2005; Gronlien y col. 2007). Nuestros resultados revelan que la sobreexpresión de 
dup7 provoca una drástica disminución en el incremento de la [Ca2+]i reduciendo la 
amplitud máxima de la respuesta (Panel A, Fig. 49). Este mismo resultado pudo ser 
corroborado por los experimentos realizados en célula única (Figs. 50 y 51). Por lo tanto, 
se puede concluir, que la eficacia del agonista se ve afectada por la presencia de la 
subunidad dup7. Esta pérdida de actividad intrínseca de PNU 282987 se debió a un 
menor número de 7-nAChRs funcionales en membrana como se deduce de los 
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experimentos con -Bgtx en células RAW264.7. Con aproximaciones experimentales 
diferentes, nuestro grupo (de Lucas-Cerrillo y col. 2011) y, de forma posterior, otro 
(Araud y col. 2011), observaron resultados similares a través de la expresión de 7 y 
dup7 en sistemas de expresión heteróloga (ovocitos y células SH-EP1). En ambos casos, 
se observó una disminución de la respuesta inducida por ACh mostrando el efecto 
dominante negativo que ejerce dup7 sobre la activación de 7-nAChR. Por el contrario, 
esta acción de dup7 ha sido puesta entredicho por resultados obtenidos a través de la 
expresión heteróloga de 7 y dup7 en células Neuro2a (Wang y col. 2014). Estos 
últimos autores aseguran que la presencia de dup7 no tuvo efecto sobre las corrientes 
inducidas por ACh. Sin embargo, este dato podría explicarse por el ratio 7/dup7 usado 
en la transfección y la baja eficiencia en la traducción de la subunidad dup7 respecto a 
la eficiencia en la síntesis de 7. La necesidad de un número importante de subunidades 
dup7 para que dicha subunidad pueda ejercer su efecto sobre 7, se podría explicar 
dada la característica única de activación del 7-nAChR. Se ha comprobado que el 7-
nAChR solo necesita un sitio de unión al ligando activo para desencadenar la máxima 
respuesta (Andersen 2013). Es decir, 7-nAChRs con una sola molécula de agonista 
unida inducen la misma respuesta que 7-nAChRs con los 5 sitios ocupados por ligandos 
(Williams y col. 2011; Andersen y col. 2013). Por lo que, para que 7-nAChR quedara 
completamente inactivo se requeriría de, al menos, la incorporación de 3 subunidades de 
dup7 que impidieran la formación de todos los sitios de unión del ligando. Esta parece 
ser una característica única de este subtipo de nAChR, y contradice la observación clásica 
que indica que la ocupación de múltiples sitios maximiza la estabilidad del canal en 
estado abierto conduciendo a una mayor amplitud en la respuesta (Sine y col. 2012). De 
la misma forma, la ocupación de un único sitio por el antagonista metilcaconitina (Palma 
y col. 1996) o -Bgtx (daCosta y col. 2015) inhibe su función.  
A pesar de la disminución en la eficacia del agonista, la sobreexpresión de dup7 
no altera la cinética de la respuesta inducida por dicho agonista. En el estudio de 
poblaciones celulares, los valores obtenidos con los clones L1 y N1 para los paramétros 
farmacológicos EC50 y  pendiente de la curva-dosis respuesta, fueron idénticos a los 
logrados con las células control (Panel B, Fig. 49). Esto demuestra que la afinidad del 
agonista y la cinética de activación del 7-nAChR, no se ven afectadas por la presencia 




[Ca2+]i en células únicas, los parámetros de “tiempo al pico” y “ de caída” 
permanecieron inalterables (Tabla 16) en las células con sobreexpresión de dup7, 
demostrando que el tiempo de apertura y cierre del canal  no se vio modificado. El 
mantenimiento de la afinidad y sensibilidad del receptor por el agonista ya fue descrito en 
ovocitos de Xenopus inyectados con 7 y dup7 ARNm (de Lucas-Cerrillo y col. 2011; 
Araud y col. 2011). 
En el proceso de neurotransmisión, el acontecimiento sucesivo al incremento de 
[Ca2+]i en el terminal presináptico es la liberación del neurotransmisor a la hendidura 
sináptica. Por consiguiente, nos propusimos averiguar si las células con sobreexpresión 
de dup7 mostrarían una reducción de la exocitosis vesicular. Nuestros resultados 
confirmaron dicha hipótesis. Mediante la descarga de la sonda FM1-43 inducida por la 
activación del 7-nAChR, pudimos comprobar que la exocitosis vesicular está 
drásticamente reducida en estas células frente a las células SH-SY5Y control (Fig.54), 
confirmándose, el efecto modulador negativo de dup7. 
Si la subunidad dup7 actúa negativamente en la actividad del 7-nAChR, es 
previsible que el silenciamiento génico de dicha subunidad potencie las funciones 
mediadas por el 7-nAChR. A través de la herramienta genética de siRNA, 
comprobamos que, efectivamente, la liberación del neurotransmisor DA, por parte de las 
células con CHRFAM7A silenciado, aumentó de forma significativa respecto a las células 
control (Fig. 56). De esta forma, nuestro grupo es el primero en poder afirmar, con 
rotundidad, que la subunidad dup7 ejerce como modulador negativo del 7-nAChR en 
células neuronales de mamífero. 
Así pues, según nuestro criterio, basado en los resultados aquí discutidos, dup7 
debería ser aceptada como una nueva subunidad nicotínica en humanos, clasificada como 
subunidad auxiliar junto a las subunidades 5 y β3. Al igual que estas últimas, dup7 
carece del sitio de unión al ligando pero ejerce una importante función moduladora en el 
7-nAChR que la contiene. Es más, en 2014, Wang Y. demostró que dup7 es capaz de 
interaccionar físicamente con otras subunidades nicotínicas 3 y 4, por lo que, podría 
estar modificando la expresión de diferentes n-AChRs. 
 




Demostrado el efecto de 7-nAChR y de la subunidad dup7 en la neurotransmisión, y la 
conocida implicación de este sistema en la depresión, nos propusimos averiguar si existía 
relación entre estos transcritos y dicha patología mediante un estudio piloto con pacientes 
depresivos. Para ello, se procedió al análisis de ARNm de 7 y dup7 de células de 
sangre periférica de estos pacientes. Actualmente, a pesar de que la región cromosómica 
15q13-q14, en la que se encuentran los genes codificantes para estas subunidades, ha sido 
asociada a distintas enfermedades psiquiátricas (Christian y col. 1999; Boer y col. 2002; 
Taske y col. 2002; Hong y col., 2004; Flomen y col., 2006; Leonard y Freedman, 2006; Iwata 
y col., 2007), solo unos pocos trabajos han investigado la expresión del 7-nAChR en 
depresión. Uno de estos trabajos (Kunii y col. 2015), encontró un aumento significativo 
de 7 ARNm y dup7 ARNm en muestras de cerebro de pacientes depresivos. Otros 
estudios han fallado en este sentido, y solo han podido asociar alteraciones en la 
expresión de 7-nAChR en pacientes con otras patologías mentales como la depresión 
bipolar (Thomsen y col. 2011) y la esquizofrenia. En estudios postmortem de cerebros de 
esquizofrénicos se ha encontrado un menor número de sitios de fijación de -Bgtx, tanto 
en cortex prefrontal (Freedman y col. 1995) como en hipocampo (Guan y col. 1999), 
aunque diferentes estudios han encontrado solo estas diferencias en pacientes fumadores 
(Mousavi y col. 2003; Mexal y col. 2010).  Sí hay una relación, más o menos bien 
establecida, entre polimorfismos en estos genes o en sus regiones promotoras y 
endofenotipos típicos de la esquizofrenia, como la onda P50. Este último endofenotipo ha 
sido asociado fuertemente con la delección de -2pb en el exón 6 del gen CHRFAM7A 
(Raux y col. 2002, Dempster y col. 2006). 
Nuestros resultados son los primeros en poder establecer una correlación entre la 
gravedad de la depresión y los niveles de expresión de 7 ARNm en células de sangre 
periférica, de tal forma que, la expresión de dicha subunidad nicotínica fueron 
proporcionalmente inversos a la puntación obtenida en la escala de Hamiton (Panel A, 
Fig. 57). Esto indica, de forma contundente, que el control de la inflamación basal 
presente en estos pacientes conlleva una reducción de los síntomas depresivos y, por 
tanto, podría establecerse como un posible mecanismo terapéutico. Para ello, la expresión 
del 7 ARNm podría considerarse como un marcador del curso evolutivo de la 




mediadores inflamatorios, como la citoquina IL-6, y la respuesta al tratamiento 
farmacológico (Dowlati y col. 2010; Haapakoski y col. 2015) proponiendo dicha 
citoquina como posible marcador predictivo de la enfermedad. 
A pesar de la destacable función de dup7 como modulador negativo del 7-
nAChR a nivel de su actividad en la neurotransmisión, no hemos podido establecer 
relación entre los niveles de expresión de ARNm de ambas subunidades medido en 
células de sangre periférica. Tampoco encontramos una asociación directa entre dup7 
ARNm y la gravedad de la depresión (Panel B, Fig. 57). Bien es cierto que nuestro 
estudio tiene ciertas limitaciones que podrían estar condicionando estos resultados. Así 
pues, sería necesario incrementar el número de pacientes depresivos para tener la certeza 
de que la determinación del nivel de expresión de α7 puede ser un marcador de 
pronóstico en la depresión y poder determinar con mayor exhaustividad si los niveles de 
expresión de dup7 ARNm se encuentran involucrados. De esta limitación, se puede 
extrapolar el porcentaje reducido de pacientes refractarios al tratamiento (16,6 %) 
presentes en nuestra muestra poblacional respecto a lo observado de manera general en la 
población de pacientes depresivos ( 33 %). Otra limitación resulta del protocolo de 
seguimiento de los pacientes, mientras que algunos de ellos han podido ser evaluados en 
2 o 3 ocasiones, otros solo fueron evaluados en una ocasión, y el tiempo transcurrido 
entre las visitas fue ligeramente diferente entre los pacientes, obteniendo una media de 
4,3  0,7 meses de diferencia. Nuestro grupo de pacientes depresivos, con tratamiento 
farmacológico previo y continuo durante el ensayo, tuvieron unos niveles de citoquinas 
proinflamatorias (TNF, IL-6 e IL-1β) y antiinflamatorias (IL-10) ligeramente superiores 
al grupo control (Tabla 17). Estos datos son concordantes con lo observado por otros 
autores, donde tras el tratamiento con fármacos antidepresivos observan que los niveles 
citoquinas proinflamatorias disminuyen (Miller y col. 2009), mientras que los niveles de 
citoquinas antiinflamatorias aumentan (Kenis y Maes 2002).  
5.	 Un	 estímulo	 inflamatorio	 agudo	 modifica	 la	 expresión	 de	 7	 ARNm	 en	
neuronas	y	microglía	lo	que	podría	contribuir	a	un	estado	depresivo.	
Como se deduce de nuestros resultados en pacientes, la expresión de 7 ARNm actúa 
como un marcador predictivo del curso evolutivo de la enfermedad, resaltando la 
importancia de un buen control de la respuesta inflamatoria en depresión. Este hecho nos 
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lloevó a plantear, ¿qué sucede en las células del SNC ante un estímulo agudo 
inflamatorio?, ¿cómo podría interferir en la expresión de las subunidades 7 y dup7 
ARNm en estos tipos celulares para que de ello se precipite la aparición de un estado 
depresivo?. 
Nuestros resultados indican que la expresión de la subunidad 7 ARNm se ve 
afectada, tanto en SH-SY5Y como en C13NJ, tras diferentes estímulos con citoquinas 
proinflamatorias (Figs. 60 y 61), produciéndose una reducción en su expresión. Esta 
inhibición de la expresión 7 ARNm puede contribuir a la explicación de hechos que 
acontecen en la depresión. Como ya se ha mencionado, el 7-nAChR contribuye en la 
liberación de neurotransmisores a la hendidura sináptica, por lo que, una menor expresión 
de dicho receptor acentuaría el déficit de neurotransmisores que acontecen en la 
depresión. A su vez, la reducción de 7-nAChRs presentes en microglía está en 
concordancia con la actuación de un fenotipo microglial M1, que se activa ante la 
presencia de un agente lesivo. El aumento de citoquinas proinflamatorias en el medio 
extracelular podría interpretarse como reflejo de lo que ocurre ante la presencia de un 
agente lesivo en un sistema completo. Es decir, las células inmunes periféricas responden 
con un aumento de citoquina proinflamatorias, y esta información es interpretada por las 
células de microglia en el SNC como presencia de una agresión. Así pues, la miroglía 
pondría en marcha un mecanismo de retroalimentación positiva que generase más 
citoquinas proinflamatorias en la lucha contra el agente lesivo. Para ello, el sistema 
antiinflamatorio mediado por los 7-nAChR tendría que mantenerse inhibido. Siguiendo 
esta línea de acción, se hace lógica la tendencia observada a aumentar dup7 ARNm ante 
la estimulación con la citoquina proinflamatoria IL-6. 
6.	 Los	 fármacos	 antidepresivos	modifican	 la	 expresión	 de	 ARNm	 de	 ciertas	
subunidades	nicotínicas	en	células	neuronales	y	microglía.	
Nuestros resultados demuestran que los fármacos antidepresivos pueden estar ejerciendo 
su efecto, en parte, por mecanismos alternativos a su modo de acción clásico que 
involucrarían a los nAChRs. Nuestrosresultados indican que ciertos fármacos 
antidepresivos son capaces de modular la expresión del ARNm de las subunidades 
nicotínicas, tanto en células neuronales como en células de microglía.  
Respecto a la acción sobre las subunidades nicotínicas expresadas por las SH-




ARNm (Fig. 62). Un aumento en la expresión de 7 ARNm, nos lleva a pensar en el 
efecto positivo que han demostrado tener los 7-nAChR en la liberación de diferentes 
neurotransmisores, incluidas las aminas deficitarias en la depresión (Dani 2001; Dani y 
Bertrand 2007). El aumento de dup7 ARNm podría deberse a un mecanismo protector 
contra un exceso en el incremeno de [Ca2+]i que condujese a mecanismos de muerte 
celular. Así, por ejemplo, una sobreexpresión de 7-nAChR inducida por la proteína 
gp120IIIB del VIH ha sido relacionada con los desórdenes neurogénicos de dichos 
pacientes provocados por la muerte celular, vía 7-nAChR (Ballester y col. 2012; Ramos 
y col. 2016). Esta efecto de toxicidad por exceso de [Ca2+]i, mediado por 7-nAChR, ha 
sido también implicado en procesos de muerte celular durante el desarrollo del sistema 
nervioso autónomo (Hruska y Nishi 2007). El resto de fármacos no causaron 
modificaciones en la expresión de las subunidades nicotínicas con excepción de 9 
ARNm que sufrió un incremento significativo con el tratamiento de los fármacos 
imipramina, tranilcipromina y fluoxetina (Fig. 63). Esta subunidad se encuentra 
implicada en procesos de metástasis mediante la indución de la proliferación y migración 
celular (Lee  2010; Hung y col. 2011). Realiza su acción a través de la activación de la 
ruta de señalización p85, Akt y la activación de receptores de estrógenos (Chih-Hsiung 
Wu y col. 2011). Estos mismos receptores se encuentran expresados en cerebro, donde 
promueven la neurogénesis (Heberden 2017) por indución del factor trófico BDNF 
(Cavus y Duman 2003).  
El efecto de los antidepresivos sobre las C13NJ destaca por la expresión 
incrementada de 7 ARNm con 3 de los 4 tratamientos (imipramina, tranilcipromina y 
fluoxetina) (Fig. 62). Los ATC y los IMAO actúan incrementando los niveles cerebrales 
de NA, junto con otras aminas. En ratones, se ha visto que la indución de los receptores 
β-adrenérgicos, vía la activación de la ruta AMPc, PKA, conduce a un aumento de la 
fosforilación del factor CREB (Thome y col. 2000). Esto, finalmente, implica la 
inhibición de polarización de la microglía hacia el fenotipo M1, conduciendo a una 
inhibición en la transcripción de citoquinas proinflamatorias (Christiansen y col. 2011). 
El incremento en la expresión de 7 ARNm, a través de estos fármacos, podría reforzar 
el efecto antidepresivo. Está descrito que la activación del 7-nAChR hace virar la 
microglía hacia su fenotipo M2 y, así, inhibir la inflamación (Borovikova y col. 200; 
Shytle y col. 2004; Wang y col. 2004, Parada y col. 2013; egea y col. 2015). Realiza esta 
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acción por activación de rutas de señalización JAK-STAT3 (Shaw y col. 2002, Maldifassi 
y col. 2014), que promueve de forma directa un efecto antiinflamatorio y, por otro lado, 
la inhibición de GSK3β,  potenciando de esta manera a Nfr2 y CREB. La microglía 
también expresa receptores 5HT7 (Mahe y col. 2005), así pues, los inhibidores de 
recaptación de monoaminas también contribuirían a este fenotipo antiinflamatoia a través 
de dicha ruta (AMPc, PKA, CREB) (Kalman y Feuerbach 2016).  
Sin embargo, en el control de la inflamación parecen involucrarse otros subtipos 
de receptores niconínicos diferentes a 7-nAChR (Hao y col. 2001). Nuestros datos 
muestran un incremento considerable en la expresión de 9 ARNm en células C13NJ 
(Fig. 63). Esta subunidad está expresada en microglía, monocitos y células dendríticas 
(Hao y col. 2001). Se ha observado como 9-nAChR es capaz de promover la reclutación 
de monocitos hacia macrófagos para responder ante un estímulo inflamatorio (IFN), 
sugiriendo el papel de 9-nAChR en la disminución del número de monocitos M1 (St-
Pierre y col. 2016) y, por tanto, en los procesos inflamatorios. Por el contrario, otros 
autores revelan la posibilidad de un papel pro-inflamatorio endógeno de los 9-nAChRs 
(Vincler y col. 2007; Simard y col. 2013). No se ha identificado la expresión de 4 
ARNm en células de microglía humana (Rock y col. 2008), por lo que, entre los 
receptores heteroméricos destacarían los 3*-nAChR.  Nuestros resultados  indican un 
efecto del tratamiento con imipramina sobre la expresión de 3, β2 y β4 ARNms (Fig. 
63). La subunidad 3 es expresada por diferentes células de tipo inmune, neutrófilos 
(Safronova y col. 2016), leucocitos (Chernyavsky y col. 2009) donde ha sido involucrada 
en procesos inmunes y antiinflamatorios. 
El efecto antidepresivo de ciertos fármacos ha sido asociado a la capacidad que 
muestran algunos de ellos para incrementar la proliferación celular en ciertas áreas 
cerebrales. Se ha observado como el fármaco IMAO, tranilcipromina, incrementa la 
proliferación celular, tanto en cerebro de ratones (Malberg  y col. 2000) como en peces 
(Romanczyk y col. 2014) tras su adición durante periodos cortos de tiempo. Nuestros 
resultados reflejan este efecto en los experimentos in vitro en células de neuroblastoma 
que, desde las primeras 24 h de incubación, incrementan su proliferación (Tabla 18). 
Nuestros resultados también apuntan a un posible efecto de fluoxetina sobre la 
proliferación celular. Diferentes estudios han observado un incremento en la proliferación 




(Malberg y col. 2000; Faillace y col. 2015; Zhou y col. 2016). Pero en estos trabajos el 
incremento en la proliferación celular, y su consecuencia comportamental, fue producido 
































Las principales conclusiones de este trabajo se resumen en los siguientes puntos: 
 
1. Células de mamíferos, de tipo neuroendocrino, inmune o neuronal, son capaces de 
formar un receptor nicotínico mixto con la subunidad 7 (7dup7-nAChR) en 
detrimento de la formación de 7-nAChR homoméricos. 
 
2. La incorporación de dup7 a la estructura pentamérica del nAChR reduce el transporte 
del mismo desde el RE a la membrana y, por tanto, sus niveles de expresión en esta 
estructura celular. 
 
3. La sobreexpresión de dup7 reduce la señal de [Ca2+]i y la neurosecreción mediada por 
el 7-nAChR a nivel neuronal. 
 
4. El 7dup7-nAChR mixto tiene menor capacidad funcional que el 7-nAChR 
homomérico. 
 
5. Nuestro estudio en pacientes depresivos muestra, por primera vez, una correlación 
inversa entre los niveles de 7 ARNm determinados en células sanguíneas y la gravedad 
de la depresión (Escala Hamilton). 
 
6. La expresión del 7 ARNm, tanto en neuronas como en microglía, resulta modulable 
por estímulos inflamatorios, como son las citoquinas proinflamatorias. Sobre las 
neuronas, este efecto puede conllevar una disminución en los niveles de 
neurotransmisores, mientras que, sobre la microglía, podría conducir a una 
retroalimentación positiva de la inflamación. Ambas acciones conjuntas promoverían el 
estado depresivo. 
 
7. Algunos fármacos antidepresivos aumentan la expresión de 7 ARNm en neuronas 
(imipramina) y/o microglía (imipramina, tranilcipromina y fluoxetina). Este efecto puede 
conducir a una mayor liberación de neurotransmisores y una disminución de la 




































TEORÍA EVOLUTIVA DEL ORIGEN DE LA DEPRESIÓN COMO DEFENSA 
ANTE LOS PROCESOS INFECCIOSOS. 
 
En la actualidad, la depresión representa el trastorno afectivo más prevalente en la 
población. Esta enfermedad conlleva una alta comorbilidad con otras patologías que 
comprometen la supervivencia del individuo. Según, la teoría evolutiva, solo las 
características que suponen una ventaja en la supervivencia de los individuos, perdurarán 
a lo largo de la evolución de la especie. Por tanto, ¿Cómo es posible que una enfermedad 
con tales inconvenientes haya alcanzado tal prevalencia? ¿Acaso la depresión representa 
un mecanismo evolutivamente ventajoso para la especie humana?.   
En 1999, Kinney y Tanaka propusieron la hipótesis del origen evolutivo de la 
depresión como una defensa contra infecciones. Unos años después, en 2012, Raison y 
Miller la denominaron hipótesis de la defensa del huésped contra el patógeno (PATHOS-
D). Ambas apenas difieren entre sí, exceptuando en el grado de involucración que 
predicen entre la depresión y el sistema inmune. 
 Estas hipótesis desarrollan la idea de que, la vulnerabilidad de un individuo ante 
contraer infecciones produce un estado de ánimo deprimido, el cual a su vez, 
desencadena comportamientos que ayudarán a protegerse a sí mismo y a sus congéneres 
de nuevas infecciones. 
 
Las premisas que sustentan estas hipótesis son: 
 
 La mayoría de los síntomas de la depresión ayudan al sistema inmune a luchar contra 
la infección a través de 1) conservar las fuentes metabólicas, 2) mejorar la función 
inmune a través de mecanismos antimicrobianos, 3) reducir el riesgo de contacto con 
factores ambientales estresantes y 4) evitar la trasmisión de la enfermedad a otros 
individuos.  
Síntomas como la fatiga, la anhedonia, el letargo locomotor y la falta de 
actividad física (American Psychiatric Association 2000) fomentan el descanso y, 
por tanto, la conservación de fuentes metabólicas para un mejor funcionamiento del 





agentes infecciosos, que comprometan, aún más, el sistema inmune del individuo. 
Por el contrario, algunos pacientes depresivos presentan ansiedad, agitación e 
insomnio, constituyendo un estado de hipervigilancia. Este estado permitiría a 
nuestros ancestros estar alerta ante la amenaza de depredadores que pudiesen causar 
daños al propio individuo o al resto del grupo (Marks y Nesse 1994). Los cambios en 
el estado de ánimo, como la falta de deseo sexual y la irritabilidad, reducen el 
contacto con otros individuos, consecuentemente, disminuyen el riesgo de trasmisión 
de enfermedades (Thwaites y col. 1997). Los cambios en el apetito son un rasgo 
común en la depresión (American Psychiatric Association 2000). Según los autores 
de esta hipótesis evolutiva, estos cambios constituyen una estrategia alternativa para 
reducir la probabilidad de nuevas infecciones por ingesta de parásitos con la comida 
(Mead y col. 1999). O por el contrario, la ingesta máxima de carbohidratos que 
conduce a un estado inflamatorio mediado por el incremento en la actividad de 
células “Natural Killer” (Braun y Von Duvillard 2004).  
 
 La existencia de comorbilidad entre depresión y muchas enfermedades infecciosas 
(Fazekas 2006; Murray 2007). Los pacientes depresivos presentan elevadas tasas de 
infección (Irwin y col. 2002b). Diferentes estudios indican que los pacientes 
depresivos presentan una vulnerabilidad incrementada a contraer infecciones 
respiratorias (Cohen y col. 1995), infecciones por herpes simplex (Zorrila y col. 
1996) y por varicela zoster (Irwin y col. 2002b).Se ha descrito una fuerte asociación 
entre la depresión y la reducida actividad de las células inmunes “Natural Killer” 
(Zorilla y col. 2001; Reiche y col. 2004) y un aumento en los mediadores 
inflamatorios (Irwin y Miller 2007; Dowlati 2010).  
 
 Condiciones patológicas, ambientales y psicológicas que incrementa la 
vulnerabilidad inmune están asociadas a mayores tasas de depresión (Sillaber y col. 
2009). Entre ellas, se encuentran el estrés psicológico y la deprivación de sueño 
(Lustberg y Reynolds 2000). Ambas condiciones promueven la inmunosupresión del 
sistema inmune (Weiss y Michael 2004; Irwin 2002a). 
 
 La comunicación bidireccional que existe entre el SNC y el sistema inmune 




La alta comorbilidad y mortalidad de la depresión parece contradecir la ventaja 
evolutiva que presentaría el comportamiento depresivo. Sin embargo, estos autores 
resaltan que, en el curso evolutivo de cualquier enfermedad, solo se requiere que las 
ventajas relativas que presenta sobrepasen a los perjuicios que provoca. A lo largo de la 
evolución humana, las infecciones han tenido un gran impacto en el desarrollo de la 
especie. Por lo que, los cambios comportamentales de la depresión representaban una 
mecanismo de defensa que incrementaba la supervivencia del individuo. Hay que tener en 
cuenta que el tiempo de vida media de nuestros ancestros era muy inferior al actual y, por 
tanto, estos cambios se mantenían a corto-medio plazo. Sin embargo, actualmente, el 
tiempo de vida media ha incrementado considerablemente y, solo ahora, es posible 







Figura: La depresión como legado evolutivo de la inflamación. La presión evolutiva derivada de las interacciones 
humanas con patógenos, depredadores y otros congéneres (rivales) resultó en la selección de la inflamación como una 
vía contra infecciones, a través de una respuesta que  integra cambios comportamentales e inmunes, que permitiesen 
conservar la energía corporal para la supervivencia. Este hecho parece que ha estado bajo control a lo largo de la 
evolución por la exposición a estos “peligros”. En la actualidad, estos factores de presión evolutiva han desaparecido 
pero han emergido otros como resultado del modo de vida que han permitido mantener la selección positiva sobre este 




De forma general, estas hipótesis postulan un papel protector de la depresión 
frente a infecciones en la evolución del ser humano. En la sociedad moderna, los 
tratamientos antimicrobianos y la salubridad han reducido las tasas de mortalidad 





pueden resultar prescindibles. Sin embargo, en la actualidad, los seres humanos nos 
































ANEXO 2  
 
ESCALA DE HAMILTON  DE 17 ITEMS PARA LA DEPRESIÓN. 
Items   Criterios operativos de valoración 
1. Humor deprimido 
(tristeza, depresión, desamparo, 
intensidad) 
0. Ausente 
1. Estas sensaciones se indican solamente al ser preguntado. 
2. Estas sensaciones se relatan oral y espontáneamente. 
3. Sensaciones no comunicadas verbalmente, es decir, por la expresión facial, la postura, la 
voz y la tendencia al llanto. 
4. El paciente manifiesta estas sensaciones en su comunicación verbal y no verbal de forma 
espontánea. 
2. Sensación de culpabilidad 
0. Ausente 
1. Se culpa a sí mismo, cree haber decepcionado a la gente. 
2. Ideas de culpabilidad, o meditación sobre errores pasados o malas acciones. 
3. La enfermedad actual es un castigo. Ideas delirantes de culpabilidad. 




1. Le parece que la vida no merece la pena ser vivida. 
2. Desearía estar muerto o tiene pensamientos sobre la posibilidad de morirse. 
3. Ideas de suicidio o amenazas. 
4. Intentos de suicidio (cualquier intento serio se califica 4). 
4. Insomnio precoz  0. Ausente 1. Dificultades ocasionales para dormirse, por ejemplo, más de media hora. 
2. Dificultades para dormirse cada noche. 
5. Insomnio medio  0. Ausente 1. El paciente se queja de estar inquieto durante la noche. 
2. Está despierto durante la noche; cualquier ocasión de levantarse de la cama se califica 2 
(excepto si está justificada: orinar, tomar o dar medicación, etc.). 
6. Insomnio tardío  0. Ausente 1. Se despierta a primeras horas de la madrugada pero vuelve a dormirse. 
2. No puede volver a dormirse si se levanta de la cama. 
7. Trabajo y actividades 
0. Ausente 
1. Ideas y sentimientos de incapacidad. Fatiga o debilidad relacionadas con su 
actividad, trabajo o aficiones 
2. Pérdida de interés en su actividad, afi ciones, o trabajo, manifestado directamente 
por el enfermo o indirectamente por desatención, indecisión y vacilación. 
3. Disminución del tiempo dedicado a actividades o descenso en la productividad. 
4. Dejó de trabajar por la presente enfermedad. 
8. Inhibición (lentitus de 
pensamiento y de la palabra, 
empeoramiento de la 
concentración, actividad 
motora disminuida) 
0. Palabra y pensamiento normales. 
1. Ligero retraso en el diálogo. 
2. Evidente retraso en el diálogo 
3. Diálogo difícil. 
4. Torpeza absoluta. 
9. Agitación 0. Ninguna 1. “Juega” con sus manos, cabellos, etc. 
2. Se retuerce las manos, se muerde las uñas, los labios, se tira de los cabellos, etc. 
10. Ansiedad psíquica 
0. No hay dificultad 
1. Tensión subjetiva e irritable. 
2. Preocupación por pequeñas cosas. 
3. Actitud aprensiva aparente en la expresión o en el habla. 













Signos fisiológicos concomitantes de la ansiedad como: 
~ Gastrointestinales: boca seca, flatulencia, diarrea, eructos, retortijones 
~ Cardiovasculares: palpitaciones, cefalalgias 
~ Respiratorios: Hiperventilación suspiros 
~ Frecuencia urinaria 
~ Sudoración 
12. Síntomas somáticos 
gastrointestinales 
0. Ninguno 
1. Pérdida de apetito, pero come sin necesidad de que estimulen. Sensación de pesadez en el 
abdomen. 
2. Dificultad en comer sino se le insiste. Solicita o necesita laxantes o medicación 
intestinal para sus síntomas gastrointestinales 
13. Síntomas somáticos 
generales 
0. Ninguno 
1. Pesadez en las extremidades, espalda o cabeza. Dorsalgias, cefalalgias, algias 
musculares. Pérdida de energía y fatigabilidad. 
2. Cualquier síntoma bien defi nido se califica 2. 






~ Pérdida de la líbido 
~ Trastornos menstruales 
15. Hipocondría 
0. No la hay 
1. Preocupado de sí mismo (corporalmente). 
2. Preocupado por su salud. 
3. Se lamenta constantemente, solicita ayudas, etc. 
4. Ideas delirantes hipocondríacas. 
16. Pérdida de peso 
(completar A o B) 
A. Según manifestaciones del paciente (primera evaluación) 
0. No hay pérdida de peso 
1. Probable pérdida de peso asociada con la enfermedad actual. 
2. Pérdida de peso defi nida (según el enfermo). 
B. Según pesaje hecho por el psiquiatra (evaluaciones siguientes) 
0. Pérdida de peso inferior a 500 g en una semana. 
1. Pérdida de peso de más de 500 g en una semana. 
2. Perdida de peso de más de 1 kg en una semana (por término medio). 
17. Insight 
(conciencia de enfermedad) 
0. Se da cuenta de que está deprimido y enfermo. 
1. Se da cuenta de su enfermedad pero atribuye la causa a la mala alimentación, 
clima, exceso de trabajo, virus, etc. 
2. Niega que esté enfermo. 
 
Tomado de: Ramos-Brieva J, Cordero Villafafi la A. Validación de la versión castellana de la escala Hamilton para 








































































4  Nafranil 75, Quetiapina 25 mg       











































































14  2010  2  Paroxetina 20,   23  Paroxetina 20,   4  Paroxetina 20,        
15  2001  3  Duloxetina 120 mg,   11  Duloxetina 120 mg,   17  Duloxetina 120 mg, Lamotrigina 50 mg       






















         
19  2007  3  Escitalopram 15 mg/d  16  Escitalopram 15 mg/d           













24  Duloxetina 100 mg/d,      
22  2011  4  Escvitalopram 40 mg  4  Duloxetina 100 mg/d,           
23  2012  4  Duloxetina 120 mg, Lamotrigina 50 mg  5 
Duloxetina 120 mg, 
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